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Vorwort
Die funktionelle Teilung des Immunsystems
Aufgrund der bestehenden thermodynamischen und chemoenergetischen Gesetz-
mäßigkeiten ist jedes lebende System zur Aufrechterhaltung seiner physiologischen
Funktionen auf eine permanente Wechselwirkung mit der Umgebung angewiesen.
Zum Schutz des Individuums vor Pathogenen oder anderen destabilisierenden
Umweltfaktoren haben sich im Verlauf der Evolution zahlreiche Abwehrstrategien
herausgebildet, die in den hochkomplexen Immunsystemen heutiger Lebensformen
gipfeln. Prinzipiell beruht die Funktion solcher Schutzsysteme auf der Diskriminierung
exogener, „körperfremder“ Moleküle von „körpereigenen“ Molekülen, wobei sich die
Immunabwehr aller Vertebraten in ein unspezifisches sowie ein spezifisches,
erlerntes Teilsystem untergliedern läßt:
Komponenten des angeborenen, Bestandteile des erworbenen,
unspezifischen Immunsystems spezifischen Immunsystems
                                                                                                                                                                                                                    
mechanische Barrieren: humorale Immunabwehr:
Haut B-Lymphozyten und die von ihnen exprimierten
Mucus Immunglobuline der Isotypen
Sekretion IgG, IgA, IgM, IgD, IgE
Zilien
physikalische Barrieren: zelluläre Immunabwehr:
Körpertemperatur T-Lymphozyten
Säuger: 37
oC, Vögel: 41
oC
pH-Wert (Magen !) γ/δ
+ α/β
+
biochemische/zelluläre Komponenten: CD4
-, CD8
- CD4
+  CD8
+
 (∅ MHC)   (MHC II)     (MHC I)
Lysozym, Piperazin
Komplementsystem   Th1T h2
Akute-Phase-Proteine (z.B. CRP)
Phagozytierende Zellen:
Makrophagen, Monozyten
ferner K- und NK-Zellen
Die unspezifische Abwehr zeichnet sich dadurch aus, daß sie ohne vorausgegange-
ne Konfrontation mit dem betreffenden Antigen Wirksamkeit zeigt, welche sich aller-
dings nicht durch wiederholte Kontakte steigern läßt. Offensichtlich handelt es sichVorwort A.Hennemann
                                                                                                                                                                                    
iv
hierbei um einen Komplex konservierter, phylogenetisch weit zurückreichender
Mechanismen, die ungeachtet ihrer vergleichsweise primitiv erscheinenden Funk-
tionsweisen dennoch einen bedeutenden Anteil an der Immunabwehr ausmachen.
Dies wird insbesondere anhand zahlreicher primitiver Lebensformen deutlich, welche
trotz der Tatsache, daß sie über kein spezifisches Immunsystem verfügen, teilweise
hunderte von Millionen Jahren überdauert haben.
Demgegenüber weist das von B- und T-Lymphozyten gebildete, erworbene Immun-
system eine nahezu unlimitierte Dynamik und Flexibilität auf, welche theoretisch die
Spezialisierung auf Milliarden verschiedenster Antigenstrukturen erlaubt. Neben ihrer
extremen Spezifität besitzt die adaptive Abwehr ein immunologisches Gedächtnis,
wodurch die Sekundärreaktion auf ein bekanntes Antigen wesentlich schneller und
stärker als die jeweilige Primärantwort ausfällt. Weder B- noch T-Lymphozyten wären
für sich allein genommen in der Lage, den vielfältigen Anforderungen eines umfas-
senden immunologischen Schutzes zu genügen. Vielmehr basiert die Effizienz des
spezifischen Immunsystems auf ausgeklügelten positiven und negativen Rückkoppe-
lungsmechanismen:
Die von T-Lymphozyten gebildete, „zelluläre“ Immunantwort umfaßt sowohl direkte
zytotoxische als auch regulatorische, Lymphokin- bzw. Rezeptor/Ligand vermittelte
Interaktionen, wobei mehrere T-Zellsubpopulationen voneinander unterschieden wer-
den: Während inflammatorische α/β T-Lymphozyten durch Sekretion von Zytokinen
unter anderem Makrophagen aktivieren, besitzen CD4
+ T-Helferzellen die Fähigkeit,
die terminale Differenzierung von B-Lymphozyten sowie deren Immunglobulinsynthe-
se  über eine Ausschüttung der Lymphokine Interleukin-2, IL-4, IL-5, IL-6 sowie
Interferon-γ zu induzieren. Zytotoxische T-Zellen tragen den Korezeptor CD8 und
sind über eine zielgerichtete Freisetzung spezieller Mediatoren wie z.B. Perforin oder
Granzym B zur Abtötung neoplastisch entdifferenzierter oder solcher körpereigenen
Zellen befähigt, die von intrazellulär replizierenden Pathogenen infiziert wurden. Ein
kompletter Verlust CD8-positiver α/β T-Lymphozyten besäße aufgrund der fehlenden
zytotoxischen T-Zellen unmittelbaren Einfluß auf die Eliminierung z.B. infizierter oder
neoplastisch entdifferenzierter, körpereigener Zellen. Demgegenüber beeinträchtigt
der Verlust CD4-positiver T-Lymphozyten die Effizienz des humoralen Immunsys-
tems auf indirektem Wege.A.Hennemann Vorwort
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Im Gegensatz zu B-Lymphozyten sind weder die regulatorischen noch die zytotoxi-
schen (α/β) T-Zellen zur unmittelbaren Antigenerkennung befähigt. Vielmehr können
relevante  Epitope von ihnen ausschließlich nach vorangegangener intrazellulärer
Prozessierung und im Kontext mit zellulären Oberflächenrezeptoren der MHC I-
(Mensch: HLA I) bzw. der MHC II-Klasse erkannt werden, weshalb in diesem Zusam-
menhang von MHC-Restriktion die Rede ist (1). Da neben dendritischen Zellen und
Makrophagen auch B-Lymphozyten die Funktion einer antigenpräsentierenden Zelle
(APC) ausüben können, ermöglichen diese vielfach die Erkennung antigener
Determinanten durch T-Lymphozyten sowie deren darauffolgende Aktivierung.
Im zugrundeliegenden Bestreben, den Organismus mit einem optimal strukturierten
Verteidigungsmechanismus auszustatten, bestehen auch zwischen unspezifischem
und adaptivem Immunsystem - ungeachtet ihrer divergierenden Abwehrstrategien -
zahlreiche funktionelle Synergismen. So besitzen Immunglobuline einerseits die
Aufgabe, frei im Blut zirkulierende Antigenstrukturen im Rahmen der humoralen
Abwehr zu erkennen und durch spezifische Bindung zu neutralisieren. Andererseits
sind sie aufgrund ihrer klassenspezifischen Funktionen in der Lage, Antigene quasi
zu „markieren“: Beispielsweise erleichtern die an entsprechende Epitope gebunde-
nen IgG-Moleküle  über ihre Fc-Anteile den Makrophagen und NK-Zellen die
Phagozytose entsprechend opsonierter Zielzellen. Somit wird deutlich, daß die
formale Zweiteilung des Immunsystems allenfalls in entwicklungsgeschichtlicher
Hinsicht, jedoch nicht auf physiologischer Ebene besteht. Unter dem starken Druck
der Evolution, sich den ständig wechselnden Anforderungen der mikrobiellen
Umgebung anpassen zu müssen, werden sämtliche Innovationen in die bereits
bestehenden Abwehrstrategien integriert, was bei der Beurteilung experimenteller
Befunde stets zu berücksichtigen ist. Da insbesondere der Intestinaltrakt und die
Haut große Grenzflächen zur „Außenwelt“ darstellen und als solche kontinuierlich mit
invasiven Pathogenen konfrontiert werden, bzw. Infektionen des Organismus'
vorwiegend über diese Organsysteme erfolgen, haben wir uns in der vorliegenden
Arbeit mit Feinstrukturanalysen des Rezeptor Repertoires intestinaler sowie
intradermaler B- und T-Lymphozyten befaßt. Hierbei bildeten die anhand gesunder
Personen gewonnenen Resultate eine Grundlage für weitere Studien, die zur
Aufklärung der Beteiligung von Lymphozyten an der Pathogenese chronisch ent-
zündlicher Darmerkrankungen (CED) durchgeführt wurden.Inhalt A.Hennemann
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1. Zusammenfassung
γ/δ T-Lymphozyten stellen beim Menschen ca. 15% der intestinalen intraepithelialen
Lymphozyten. Die physiologische Funktion der γ/δ T-Zellpopulation ist ungeklärt. Auf-
grund ihrer Akkumulation in mukosalen Oberflächen scheinen sie eine Komponente
der „ersten Verteidigungslinie“ zu bilden. Das δ T-Zell Rezeptor (TCR) Repertoire
gesunder Erwachsener ist oligoklonal, streng individuenspezifisch und zeitlich stabil.
Zudem besteht eine charakteristische Kompartimentierung, d.h. im Intestinum liegt
ein anderes δ TCR-Repertoire vor als im peripheren Blut. In der vorliegenden Arbeit
wurde untersucht, ob das intestinale δ TCR-Repertoire einer entwicklungsabhängi-
gen Dynamik unterliegt. Hierzu wurde die Diversität der antigenbindenden (CDR3-)
Domäne intestinaler δ-Kettentranskripte von Feten, Neugeborenen, Kindern und
Erwachsenen mittels denaturierender PAGE und DNA-Sequenzierung molekular-
biologisch analysiert.
Unsere Studien dokumentieren, daß im Verlauf der Reifung vom Fetus zum adulten
Individuum gravierende Veränderungen stattfinden. Das fetale δ TCR-Repertoire ist
stark eingeschränkt und zeichnet sich durch niedrige Komplexität der δ-Kettentrans-
kripte aus was darauf beruht, daß innerhalb der CDR3-Domänen kaum matrizen-
unabhängige „N“-Nukleotide existieren und zudem homologieabhängige Rekombina-
tionsereignisse stattfinden. Die Tatsache, daß verschiedene Feten teilweise identi-
sche δ-Kettentranskripte exprimieren kann jedoch nicht allein auf obige Mechanis-
men zurückgeführt werden. Somit bleibt unklar, ob das fetale δ TCR-Repertoire
vorprogrammiert ist oder Selektionsprozessen unterliegt. Im Gegensatz zu Feten ist
das δ TCR-Repertoire Neugeborener polyklonal. Wie bei Erwachsenen weisen die
CDR3-Domänen ihrer δ-Kettentranskripte zahlreiche „N“-Nukleotide auf. Da das δ
TCR-Repertoire bereits im Alter von 14 - 17 Jahren starke Einschränkungen seiner
Diversität zeigt und mit demjenigen siebzigjähriger Personen vergleichbar ist wird
angenommen, daß die klonalen Expansionen eine Folge kontinuierlicher Selektions-
prozesse darstellen, die z.B. durch HSP verwandte Eigenantigene vermittelt werden.
Vergleichbar dem Intestinaltrakt bildet auch die Haut eine bedeutende Grenzfläche
des Organismus‘ zu seiner Umgebung. Möglicherweise spielen kutane γ/δ T-Zellen
ebenfalls eine Rolle im Rahmen einer „ersten Verteidigungslinie“. Wir wiesen anhandZusammenfassung A.Hennemann
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gesunder Erwachsener nach, daß das kutane δ TCR-Repertoire - analog zum Intesti-
num - oligoklonal ist und sich signifikant vom peripheren δ TCR-Repertoire unter-
scheidet. Da in multiplen Hautbiopsien identische δ-Kettentranskripte gefunden wer-
den, sind dominante γ/δ T-Zellklone offenbar weiträumig in der Haut verteilt.
Weiterhin wurde untersucht, ob spezifisch aktivierte γ/δ T-Lymphozyten an der Patho-
genese chronisch entzündlicher Darmerkrankungen beteiligt sind. Im Fall der ange-
nommenen antigenvermittelten Aktivierung müßten klonale Expansionen einzelner
γ/δ T-Zellpopulationen zu charakteristischen Verschiebungen des δ TCR-Repertoires
innerhalb entzündlich veränderter Darmareale führen. Vergleichende Analysen der
läsionalen und nichtläsionalen Darmabschnitte von M.Crohn-Patienten lassen jedoch
keine krankheitsassoziierten Repertoireverschiebungen erkennen. Vielmehr weisen
entzündliche und nichtentzündliche Areale nahezu identische δ TCR-Repertoires auf.
Da dies auch im Fall der bakteriell verursachten Divertikulitis gilt, werden γ/δ T-Lym-
phozyten vermutlich generell indirekt oder über TCR-unabhängige Mechanismen
(z.B. Zytokine) aktiviert. Alternativ wird eine Erkennung streßinduzierbarer Eigenanti-
gene durch intestinale γ/δ T-Zellen diskutiert. Beide Vorgänge würden zu keiner
Beeinflussung des δ TCR-Repertoires führen und in Einklang mit den nachgewiese-
nen Expansionen einzelner weniger Rezeptorspezifitäten stehen.
Da vermutlich auch die B-Lymphozyten der intestinalen Lamina propria an der „ers-
ten Verteidigungslinie“ beteiligt sind nahmen wir an, daß die IgH-Transkripte IgA bzw.
IgM exprimierender B-Zellen ebenfalls Einschränkungen ihres Rezeptor Repertoires
aufweisen. Wir fanden, daß die kleinen VH5-, VH6- und VH7-Familien intestinaler B-
Zellen oligoklonale Expansionen zeigen, während das Repertoire der dominierenden
VH-Familien deutlich diverser ausfällt. Durch Subklonierung lassen sich jedoch bei
sämtlichen VH-Familien klonal verwandte IgA-Transkripte in weit voneinander ent-
fernten Darmabschnitten identifizieren. Zudem stellen ~ 75% aller Basensubstitutio-
nen stille Mutationen dar oder führen zum Ersatz durch Aminosäuren vergleichbarer
Eigenschaften, was auf einen starken Selektionsdruck schließen läßt. Da kaum Hin-
weise auf Isotypwechsel vorliegen, stellen intestinale IgM- und IgA-Immunozyten ver-
mutlich divergente Zellinien dar. Das VH-Repertoire peripherer B-Zellen ist stark
limitiert, wobei kaum Überlappungen mit intestinalen IgVH-Repertoires bestehen.A.Hennemann Zusammenfassung
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Aufgrund der partiellen Einschränkung des VH-Repertoires ist anzunehmen, daß
Teile der humoralen Immunabwehr konservierte Antigene erkennen, wobei es sich
- im Gegensatz zu T-Zellen - wahrscheinlich nicht um Eigenantigene, sondern um
Oberflächenstrukturen symbiontischer Mikroorganismen handelt.
Unsere Resultate zeigen, daß die Begrenzung des Rezeptor Repertoires ein Charak-
teristikum von B- und T-Lymphozyten darstellt. Übereinstimmend hiermit wurden von
anderen Arbeitsgruppen klonale Expansionen auch bei α/β T-Zellen nachgewiesen.
Vermutlich wird die Expansion einzelner Zellklone durch permanente Wechselwirkun-
gen mit „Schlüsselantigenen“ induziert, wobei es sich um invariante Fremdantigene
oder konservierte Eigenantigene handeln dürfte.Einleitung A.Hennemann
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2. Einleitung
2.1.1 Das mukosale Immunsystem
Mit einer Gesamtoberfläche von annähernd 300 m
2 (2; 3) bildet der humane
Gastrointestinaltrakt eine riesige Kontaktfläche zur Außenwelt, welche permanent mit
einer bedeutenden qualitativen und quantitativen Antigenvielfalt konfrontiert wird.
Somit kommt dem Intestinaltrakt eine Schlüsselrolle bezüglich des immunologischen
Schutzes zu, woraus sich vermutlich auch die spezielle räumliche und arbeitsteilige
Organisation seiner immunkompetenten Zellen ergibt. Prinzipiell sind intestinale
Lymphozyten innerhalb dreier voneinander abgrenzbarer Kompartimente lokalisiert:
a) das organisierte, Darm-assoziierte lymphoide Gewebe (GALT)
b) die Lamina propria (LP)
c) das Oberflächenepithel mit intraepithelialen Lymphozyten (IEL)
Abb.1: Schematische Darstellung des integrierten humanen mukosalen Immunsystems
[aus P. Brandtzaeg, I.N. Farstadt, L. Helgeland: Phenotypes of T Cells in the Gut (4).]
thoracicusA.Hennemann Einleitung
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Das gegenwärtig akzeptierte Modell des mukosalen Immunsystems postuliert, daß
sowohl die Antigen-induzierte Aktivierung, die Proliferation als auch die partielle Dif-
ferenzierung unreifer intestinaler T- und B-Lymphozyten (vgl. 2.2 f.f.) lokal innerhalb
des Gastrointestinaltraktes erfolgt. Man geht davon aus, daß primäre mukosale
Immunreaktionen innerhalb organisierter lymphoepithelialer Strukturen stattfinden
(2), die große Zahlen unreifer T-Lymphozyten akkumulieren und ihnen Antigene prä-
sentieren, die von der mukosalen Oberfläche stammen.
Bei der zur Zeit am detailliertesten analysierten induktiven Einheit des humanen
GALT handelt es sich um die Peyer’schen Plaques (PP), die vorwiegend innerhalb
des  Ileums lokalisiert sind. Hiervon abgesehen, zählen auch der Appendix sowie
~ 3 x 10
4 lymphoide Follikel, welche dispers innerhalb des Kolons lokalisiert sind,
zum Darm-assoziierten lymphoiden Gewebe. Sämtliche Strukturen des GALT
zeichnen sich durch die Existenz charakteristischer, Epithel-assoziierter Mikrokom-
partimente aus, die zahlreiche, phänotypisch und funktionell divergente B- und T-
Lymphozyten sowie Populationen akzessorischer Zellen enthalten (2; 5; 6).
Aufgrund der Expression spezieller Adhäsionsmoleküle (L-Selectin) sind nichtakti-
vierte, CD45RA
+ Lymphozyten dazu befähigt, an die Endothelzellen spezialisierter,
postkapillärer Venolen („high endothelial venules“, HEV) zu adsorbieren und in die
parafollikuläre T-Zellzone der Peyer’schen Plaques einzudringen, innerhalb derer
sich aktivierte B-Zell-Follikel in enger räumlicher Nähe zu Antigen-präsentierenden,
follikulären dendritischen Zellen (FDC) befinden. Die Aufnahme mukosaler Antigene
in die Keimzentren („germinal centers“, GC) findet dabei über spezialisierte „M“-Zel-
len statt, welche in das Domepithel der PP integriert sind (vgl. Abb.1). Abgesehen
von den T-Lymphozyten erfahren auch B-Zellen innerhalb der Keimzentren sekundä-
rer lymphoider Organe eine sog. Affinitätsreifung, wobei deren antigenbindende
Rezeptordomäne - im Gegensatz zur CDR3-Domäne der T-Lymphozyten - sukzes-
sive somatische Mutationen akkumuliert.
Nach der Antigen-induzierten Reifung verlassen die intestinalen Gedächtniszellen
(CD45RO
+) das GALT und wandern in die mesenterialen Lymphknoten (MLN) ein,
innerhalb derer sie weitere Reifungsschritte durchlaufen und von wo aus sie über
den Ductus thoracicus in den peripheren Blutstrom gelangen. Aufgrund des mem-Einleitung A.Hennemann
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branständigen Adhäsionsmoleküls α4β7 können zirkulierende Gedächtnis und Effek-
torzellen intestinalen Ursprunges über die Passage gewöhnlicher  Venolen (diese
exprimieren u.a. das Adressin MAdCAM-1) innerhalb der Effektorareale des Gastro-
intestinaltraktes, nämlich der Lamina propria sowie dem Epithel, ansässig werden
(„homing“, vgl. Abb.2). Vermutlich unterliegen lymphoide Zellen einer kontinuierlichen
Rezirkulation, welche die Wahrscheinlichkeit, in Kontakt mit der adäquaten Antigen-
struktur zu geraten, gegenüber einer stationären Immunzelle beträchtlich steigert (4).
Abb.2: Schematische Darstellung der Adhäsionsmoleküle, die an der initialen Kontakt-
aufnahme zwischen lymphoiden und epithelialen Zellen des GALT beteiligt sind
[aus P. Brandtzaeg, I.N. Farstadt, L. Helgeland: Phenotypes of T Cells in the Gut (4).]
Im folgenden wird zunächst auf die charakteristische Verteilung einzelner T-Zellpopu-
lationen innerhalb der Lamina propria sowie des epithelialen Kompartimentes einge-
gangen.
2.1.2 Immunzellen der Lamina propria (LPL)
Die Lamina propria stellt eine gefäßreiche, lose Bindegewebsmatrix dar, welche zwi-
schen muskulärer Mukosa sowie dem Epithel lokalisiert ist und z.B. die äußere Form
der Darmvilli bestimmt. Ihre Stromazellen interagieren funktionell mit zahlreichen
Immunzellen wie „memory“ B-Lymphozyten, IgA bzw. IgM sezernierenden Plasma-
zellen (vgl. 2.2.1), Antigen-präsentierenden dendritischen Zellen und Makrophagen
sowie eosinophilen und neutrophilen Granulozyten. Eosinophile Granulozyten besit-
zen neben ihrer antiinflammatorischen Eigenschaft eine wichtige Funktion bei der
Abwehr parasitärer Helminthen, welche primär auf der Freisetzung toxischer Proteine
(„major basic protein“, MBP) beruht und T-Zell-abhängig ist. Demgegenüber besteht
„Gedächtnis“-LymphozytA.Hennemann Einleitung
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die Aufgabe der neutrophilen Granulozyten vorwiegend in der Phagozytose opso-
nierter Pathogene und deren intrazellulärer Desintegration mittels Myeloperoxidase,
Muraminidase und Lactoferrin (7).
Bei gesunden erwachsenen Personen sind CD3-positive LPL zu > 95% α/β
+ (8; 9);
dagegen finden sich nur vereinzelt γ/δ
+ LPL (10). Im Gegensatz zu α/β
+ IEL tragen
α/β
+ LPL vorwiegend den Korezeptor CD4 und weisen zu ~ 80% den „Gedächtnis-
marker“ CD45RO auf (8; 11). In geringem Maße finden sich auch stimulierte, CD8-
positive α/β LPL, die hohe Expressionsraten des Enterozyten-spezifischen Integrins
αEβ7 zeigen (12) weshalb unklar ist, ob diese Population stationär in der Lamina
propria verbleibt oder einem Migrationsprozess in Richtung auf das Epithel unterliegt.
Im Gegensatz zu peripheren T-Lymphozyten und IEL zeichnen sich 80% (CD4
+)
bzw. 90% (CD8
+) aller α/β
+ LPL sowie sämtliche γ/δ
+ LPL durch die Existenz des
Oberflächenantigens CD69 aus, welches auf einen aktivierten Status hinweist (13).
2.1.3 Intraepitheliale Lymphozyten (IEL)
Das Darmepithel wird durch die Basalmembran von der darunter liegenden Lamina
propria separiert. In den parazellulären Räumen der Enterozyten befinden sich intra-
epitheliale Lymphozyten, die in unmittelbarem Kontakt mit der Basalmembran stehen
und deren physiologische Bedeutung bislang weitgehend ungeklärt ist. Da sie
aufgrund ihrer exponierten Lokalisation innerhalb der Mukosa diejenigen Immun-
zellen darstellen, welche zuerst mit pathogenen Agenzien wie invasiven Mikroorga-
nismen in Kontakt treten ist davon auszugehen, daß sie im Sinne von „Wächtern des
Epithels“ tätig sind (14 - 17). Man vermutet, daß IEL durch die Interaktion zwischen
Antigen und ihrem T-Zell Rezeptor (TCR) aktiviert werden (18) und über eine Sekre-
tion zahlreicher Botenstoffe mit den Immunzellen der Lamina propria kommunizieren
(19)  vgl. Abb.3:Einleitung A.Hennemann
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Abb.3: Schematische Darstellung der mukosalen Immunantwort
[modifiziert nach W. Holtmeier:  Intraepitheliale Lymphozyten: Die erste Garde einer
Immunabwehr ? (20).]
Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Untersuchungen lassen sich IEL bei humanen
Feten bereits ab der 11. SSW. identifizieren (21), wobei ihre Anzahl im Verlauf der
Embryogenese beträchtlich zunimmt (22). Obwohl die bei Feten und erwachsenen
Personen nachgewiesene Akkumulation von IEL im Villusepithel offensichtlich auf
der Expression des Adhäsionsmoleküls αEβ7 beruht (23), weisen keimfrei aufgezo-
gene Tiere nur geringe Titer intraepithelialer Lymphozyten auf (24). Indessen führt
die mikrobielle Besiedelung solcher Tiere rasch zu einer beträchtlichen Zunahme
α/β-positiver IEL (24; 25). Demgegenüber scheint die Anzahl der γ/δ
+ IEL unabhängig
von der Anwesenheit mikrobieller Antigene zu sein (26 - 28). Ungeachtet dieses
Befundes verfügen IEL - anders als LPL - jedoch nicht über Oberflächenantigene, die
auf einen aktivierten Zustand hindeuten (CD25, CD69) (29; 30). Dennoch handelt es
sich bei IEL allem Anschein nach vorwiegend um Gedächtniszellen, da diese vielfach
das Oberflächenantigen CD45RO aufweisen (31), was speziell für die α/β-Subgruppe
gilt (32).
Allein aufgrund der kompartimentspezifischen Verteilung intestinaler T-Zellpopulatio-
nen läßt sich eine funktionelle Zweiteilung des mukosalen Immunsystems anneh-
men. Im Gegensatz zu den vielfältigen Immunzellen der Lamina propria handelt es
sich bei humanen IEL fast ausschließlich um T-Lymphozyten, welche zu 80 - 90%
α/β
+ und zu 10 - 20% γ/δ
+ sind (12; 33; 34). Eine Besonderheit intestinaler γ/δ T-A.Hennemann Einleitung
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Lymphozyten besteht darin, daß sich ihr Vorkommen nahezu vollständig auf die
Epithelschicht beschränkt (vgl. Tab.1) und sie kaum innerhalb der Lamina propria
nachgewiesen werden können (8; 9; 35). Generell lassen sich γ/δ
+ IEL in zwei Sub-
populationen unterteilen, die entweder das CD8αβ Heterodimer exprimieren oder
aber  doppelt negativ (CD4
-/CD8
-) sind (36). Außerdem finden sich im Jejunum
erwachsener Personen 5 - 20% IEL, die das CD8αα Homodimer exprimieren (36)
und nicht über CD2, CD5 sowie CD28 verfügen (37; 38) woraus geschlossen wird,
daß sie extrathymischer Herkunft sein könnten (39; 40).
Die für IEL postulierte Funktion einer ersten Verteidigungslinie (14 - 16) beinhaltet
neben der Erfordernis, zwischen einer Vielzahl divergenter immunogener Substan-
zen differenzieren zu können vor allem die Fähigkeit, im Bedarfsfall eine rasche und
quantitativ hinreichende Immunantwort initiieren zu können. Da auf 6 - 10 Entero-
zyten lediglich ein IEL entfällt, erscheint die Realisierung dieser Aufgabe äußerst
schwierig; zudem konnte gezeigt werden, daß intraepitheliale Lymphozyten weit-
gehend immobil sind (41) und in situ niedrige Proliferationsraten aufweisen (42). Da
entzündliche Prozesse im Intestinaltrakt gewöhnlich eng begrenzt bleiben und es
nicht zur Beteiligung der systemischen Immunantwort kommt, müssen innerhalb der
Mukosa effiziente Mechanismen existieren, die eine rechtzeitige Erkennung pathoge-
ner Mikroorganismen erlauben und deren Ausbreitung verhindern.
Somit stellt sich die Frage, auf welche Weise eine relativ geringe Anzahl von
Lymphozyten, die jeweils nur über eine singuläre Rezeptorspezifität verfügen, zur
Erkennung und Differenzierung verschiedenartigster luminaler Antigene befähigt
werden kann. Die Annahme, daß IEL an einer immunologischen Erstabwehr beteiligt
sind wird durch neuere Befunde gestützt, wonach zumindest Vδ1
+ IEL offensichtlich
durch wenige streßinduzierbare, HSP verwandte Eigenantigene oder die nichtklassi-
schen, MHC I verwandten Oberflächenrezeptoren MICA bzw. MICB aktiviert werden
(43 - 45). Auch Studien, welche oligoklonale Rezeptor Repertoires γ/δ
+ und α/β
+ IEL
bei gesunden erwachsenen Personen erkennen ließen (46 - 50) stehen in Einklang
mit der Hypothese, wonach sich intraepitheliale T-Lymphozyten auf die Erkennung
einer limitierten Anzahl charakteristischer Strukturen beschränken, welche sowohl
Fremd- als auch Eigenantigene darstellen können.Einleitung A.Hennemann
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Tab.1 (a): Subpopulationen humaner intraepithelialer T-Lymphozyten (IEL)
IEL prozentualer Anteil bekannte Subtypen prozentualer Anteil

+ 80 – 90% CD4
-/CD8
+ 85 – 98%
CD4
+/CD8
-   2 – 15%

+ 10 – 20% CD4
-/CD8
- 50%
CD4
-/CD8
+ 50%
 (b): Verteilung humaner Lamina propria T-Lymphozyten (LPL)
LPL prozentualer Anteil bekannte Subtypen prozentualer Anteil

+ 95 – 99% CD4
-/CD8
+ ~ 24%
CD4
+/CD8
- ~ 50%

+ ~2% CD4
-/CD8
- ?
CD4
-/CD8
+ ?
2.1.4  T-Lymphozyten
Im Gegensatz zu α/β
+ T-Lymphozyten, deren Anteil im peripheren Blut gesunder
Personen > 95% beträgt, bilden γ/δ
+ T-Lymphozyten je nach ihrer Lokalisation
lediglich 1 - 10% aller CD3-positiven Zellen. Generell handelt es sich bei ihnen um
die erste von Säugetieren exprimierte T-Zellfamilie, die zunächst extrathymisch
innerhalb der fetalen Leber sowie des primitiven Gastrointestinaltraktes gebildet wird
(51 - 53). Beim Menschen finden sich in der fetalen Leber bis zur 11. SSW aus-
schließlich γ/δ
+ T-Zellen, welche dort auch nach der Generierung von α/β
+ T-Zellen
noch zwischen 10% und 60% aller T-Lymphozyten ausmachen.
Anders als bei den quantitativ dominierenden α/β T-Lymphozyten sind die physiologi-
schen Aufgaben der γ/δ T-Zellen bislang weitgehend ungeklärt. Jedoch bildet ihr ver-
mehrtes Auftreten innerhalb epithelreicher Organe eines der Hauptargumente dafür,
daß sie eine Komponente der „ersten Verteidigungslinie“ bilden könnten (14 - 16)
und daß sich deren Funktionen vermutlich grundlegend von denen der α/β T-Lym-
phozyten unterscheiden. Die für  γ/δ T-Zellen angenommene, wichtige BedeutungA.Hennemann Einleitung
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wird zudem dadurch gestützt, daß diese bei nahezu allen Vertebraten in wechseln-
den Mengenverhältnissen konserviert sind, wobei ihr Anteil bei Rindern oder Vögeln
- bezogen auf CD3
+ IEL - bis zu 50% betragen kann (14 - 16; 39; 54).
Prinzipiell ist ungeklärt, warum die Immunsysteme hochentwickelter Lebensformen
zwei divergente T-Zellpopulationen über entwicklungsgeschichtlich bedeutende
Zeiträume hinweg aufrechterhalten haben. Die von uns anhand gesunder Personen
durchgeführten Studien tragen einerseits zum besseren Verständnis der physiologi-
schen Funktionen von γ/δ T-Zellen bei. Darüber hinaus bilden unsere experimentel-
len Befunde eine wichtige Voraussetzung dafür, die angenommene Beteiligung von
γ/δ T-Lymphozyten an der Pathogenese immunologisch assoziierter Erkrankungen
überprüfen zu können.
2.1.5 Die Struktur des humanen  T-Zell Rezeptors
Analog zu α/β
+ T-Lymphozyten tragen γ/δ T-Zellen einen heterodimeren Rezeptor auf
ihrer Zelloberfläche, der sich aus einer γ- sowie einer δ-Untereinheit zusammensetzt.
Der funktionelle, 300 kD große TCR-Komplex besteht aus sechs verschiedenen
Polypeptidketten, darunter dem hochvariablen γ/δ-Heterodimer sowie den nieder-
molekularen, invarianten Membranproteinen CD3-γ, -δ, -ε und -ζ, deren gemein-
samer Genort auf Chromosom 11q23 kartiert wurde (55). Während die γ/δ-Ketten mit
antigenen Determinanten immunogener Strukturen interagieren, sind die übrigen,
kovalent miteinander verbundenen Komponenten des CD3-Komplexes maßgeblich
an dessen Stabilisierung sowie der Signaltransduktionskaskade beteiligt (vgl. Abb.4).
Die TCR γ- und δ-Ketten stellen membranständige Glykoproteine dar, welche sich
- abgesehen vom Signalpeptid - in einen extrazellulären N-Terminus, eine α-helikal
strukturierte Transmembran- sowie eine carboxyterminale, zytoplasmatische Domä-
ne unterteilen. Derjenige Rezeptorabschnitt, welcher in direkten Kontakt mit den
antigenen Determinanten tritt und von daher die Spezifität des TCR bestimmt (56),
wird als CDR3-Domäne („third complementarity determining region“) oder „junctional
region“ bezeichnet; er umfaßt die Übergänge zwischen der „variablen“ (Vδ), der
„diversen“ (Dδ) sowie der „joining“-Region (Jδ).Einleitung A.Hennemann
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Abb.4: Schematisches Modell des divalenten γ/δ TCR (A), des funktionellen TCR-CD3
Komplexes (B) und der Interaktionen zwischen den Transmembranregionen (C)
AB C
[(A) modifiziert nach M.P. Lefranc, T.H. Rabbitts: The human T-cell receptor gamma (TRG)
genes (57). (B) und (C) modifiziert nach C. Terhorst et al.:  Plasticity of the TCR-CDR3
complex (58).]
Es konnte gezeigt werden, daß die durchschnittliche Längenverteilung der CDR3-
Region von δ-Ketten den Schwerkettentranskripten von Immunglobulinen (IgH)
ähnelt, während die der γ-Kette analog zur Igκ-Kette ist (59). Demgegenüber beste-
hen gravierende Unterschiede zwischen der CDR3-Domäne von γ/δ und α/β T-Zell
Rezeptoren (60). Röntgenkristallographische Untersuchungen (Auflösung: 1,9 )
erbrachten topologische Ähnlichkeiten zwischen den antigenbindenden Domänen
der IgH-Ketten von B-Zell Rezeptoren sowie den CDR3-Regionen der γ/δ
T-Lymphozyten (61). Da die TCR von γ/δ T-Lymphozyten zudem freies Antigen
binden (vgl. 2.1.10) wird argumentiert, daß γ/δ T-Zellen den B-Lymphozyten näher
stehen als den α/β T-Zellen, was möglicherweise Einfluß auf das Ligandenspektrum
besitzt. Darüber hinaus lassen die genannten Gemeinsamkeiten ähnliche Mechanis-
men der Antigenerkennung vermuten.A.Hennemann Einleitung
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2.1.6 Genetische Organisation des humanen  T-Zell Rezeptors:
Die TCR  Genfamilie (TCRG)
1
Alle Mitglieder der Genfamilie, welche die γ-Kette des heterodimeren T-Zell Rezep-
tors kodieren, sind auf Chromosom 7 lokalisiert, wobei der äquivalente Bereich
zwischen p14 - p15 annähernd 160 kb umfaßt (62 - 65).
Der  TCRG-Lokus enthält  zwei f ür  konstante Domänen kodierende Gene, die mit
TRGC1 bzw. TRGC2 bezeichnet werden, wobei sich das entsprechende Genprodukt
in beiden Fällen aus einer extrazellulären sowie einer Transmembrandomäne zu-
sammensetzt, welche über ein konnektives Peptid verknüpft sind (66). TRGC1 und
TRGC2 variieren insofern, als daß Exon 2 von TRGC1 einen Cysteinrest kodiert, der
die Ausbildung der für Typ1-Rezeptoren charakteristischen Disulfidbindung zwischen
γ- und δ-Kette ermöglicht. Demgegenüber determiniert Exon 2 des TRGC2-Gens
keinen Cysteinrest, weshalb zwischen den Untereinheiten der Typ2-Rezeptoren
keine kovalenten Wechselwirkungen bestehen (57; 66). In Abhängigkeit vom jeweili-
gen Segment kann Exon 2 von TRGC2 in doppelter oder dreifacher Kopienzahl
vorliegen (67 - 71) und somit zur Expression biochemisch distinkter γ/δ Rezeptoren
beitragen (72).
Der  TCRG-Lokus umfaßt insgesamt 19 TRGV-Gene, die aufgrund bestehender
Sequenzhomologien in vier Subgruppen (I - IV) eingeteilt werden (73 - 76) (vgl.
Abb.5). Die TRGV-I Gruppe beinhaltet fünf verschiedene V-Gensegmente (TRGV2,
TRGV3, TRGV4, TRGV5 und TRGV8) sowie vier Pseudogene (TRGV1, TRGV5P,
TRGV6 und TRGV7). Demgegenüber weisen die übrigen drei Subgruppen II - IV
jeweils  einen Vertreter V-Gruppen-kodierender Gene auf (TRGV9,  TRGV10 bzw.
TRGV11). Während TRGV9 für einen funktionellen Rezeptor kodiert, führen defekte
Signalsequenzen bei den Segmenten TRGV10 und TRGV11 zur Entstehung nicht-
funktioneller γ Transkripte (77). Zwei weitere, mit VA und VB bezeichnete Pseudo-
gene (Ψ), die in 5‘-Orientierung von TRGV9 bzw. TRGV11 lokalisiert sind können
keiner der genannten Gruppen zugeordnet werden. Somit werden von den 19
                                                          
1  Die verwendete Nomenklatur entspricht vorwiegend den Empfehlungen des WHO-IUIS Kommittees für T-Zell Rezeptoren (TCR). Aller-
dings werden aus Gründen der Praktikabilität auch Abkürzungen benutzt, welche auf der ImMunoGeneTics Datenbank basieren (IMGT,
Internet: http://imgt.cnusc.fr:8104).Einleitung A.Hennemann
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existierenden TRGV-Genen lediglich sechs Vertreter, nämlich Vγ2, Vγ3, Vγ4, Vγ5,
Vγ8 sowie Vγ9 funktionell exprimiert.
Es konnten insgesamt fünf  GJ-Segmente identifiziert werden, wobei TRGJP1,
TRGJP und TRGJ1 „stromaufwärts“, TRGJP2 und TRGJ2 dagegen „stromabwärts“
von TRGC1 lokalisiert sind (78; 79).
Abb.5: Schematische Darstellung des humanen γ Genlokus’
[aus M.P. Lefranc, T.H. Rabbitts: The human T-cell receptor gamma (TRG) genes (57).]
Im Gegensatz zu den Segmenten der δ-Kette unterliegt die γ-Kette keiner allelen
Exklusion und wird daher auch von α/β
+ T-Zellen in mRNA transkribiert, jedoch nicht
funktionell exprimiert (80). Somit ist durch molekularbiologische Untersuchungen iso-
lierter Zellpopulationen wie z.B. PBMC oder Darmbiopsien nicht zu klären, ob die
analysierten γ-Kettentranskripte von α/β
+ oder γ/δ
+ T-Lymphozyten stammen. Da δ
TCR-Transkripte aufgrund der Existenz von bis zu 3 D-Regionen zudem weitaus viel-
fältiger als γ-Ketten Rearrangements ausfallen, beschränkten sich unsere Untersu-
chungen auf das δ TCR-Repertoire.
2.1.7 Die TCR  Genfamilie (TCRD)
Während die Gene, welche für humane TCR γ- und TCR δ-Ketten kodieren physika-
lisch weit voneinander entfernt liegen, befinden sich δ TCR und α TCR kodierende
Segmente innerhalb desselben Genorts auf Chromosom 14q11.2 (81). Die geneti-
sche Organisation des TCR δ-Lokus' ist dadurch gekennzeichnet, daß die entspre-
chenden TCR δ-Gensegmente ausnahmslos innerhalb des TCRA-Genorts liegen
(vgl. Abb.6). Bei der Differenzierung von α/β T-Lymphozyten wird im Rahmen desA.Hennemann Einleitung
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Rearrangements der TCR α-Kette der δ-Genkomplex komplett deletiert und kann
demzufolge nicht mehr transkribiert bzw. exprimiert werden. Somit stammen die in
molekularbiologischen Ansätzen analysierten δ-Kettentranskripte - im Gegensatz zu
γ TCR-Transkripten - von γ/δ T-Lymphozyten.
Analysen der Regulationsmechanismen, welche die Eliminierung des TCRD-Elemen-
tes beeinflussen zeigten, daß DREC1, TRDV1 und TRDV2 nach vorangegangener
Deletion des TCRD-Lokus' auch zum Rearrangement mit AJ-Segmenten (einschließ-
lich des Allels AJ61P) befähigt sind. Im Gegensatz zum nichtfunktionellen Rearran-
gement  DREC1.AJ61P ( δREC-ΨJα) können Fusionsprodukte zwischen TRDV1-,
DV2- bzw. DV3-Genen und den stromabwärts von AJ61P gelegenen AJ-Allelen
durchaus funktionell sein und zur Bereicherung des α-Kettenrepertoires beitragen
(82 - 85).
Abb.6: Schematische Darstellung des humanen α/δ-Lokus’
[nach F. Hochstenbach, M.B. Brenner: Newly identified gamma/delta and beta/delta T-cell
receptors (86).]
Von den „variablen“ Gensegmenten innerhalb des α/δ-Lokus' zählen lediglich
TRDV1, TRDV2 und TRDV3 zur Delta-Familie (87); das TRDV3-Segment zeichnet
sich insofern aus, als daß es 2 bis 3 kb in 3‘-Richtung vom „konstanten“ Gensegment
lokalisiert und außerdem  invers zu diesem orientiert ist (88; 89). Innerhalb des
TCRD-Genorts wurden vier  DJ-Segmente (TRDJ1  -  TRDJ4) (90; 91), drei  DD-
Segmente (TRDD1  -  TRDD3) (92) sowie eine konstante Domäne (TRDC) (93)
kartiert.Einleitung A.Hennemann
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2.1.8 Rekombinationsereignisse, die zur Entstehung von  TCR führen
Im Gegensatz zu α/β T-Zellen ist das keimbahnkodierte Repertoire von γ/δ T-Lym-
phozyten relativ begrenzt. Während zur Generierung des α/β Heterodimers ca. 42
Vα- und 47 funktionelle Vβ-Gensegmente (87) zur Verfügung stehen, existieren für
die Synthese von γ/δ TCR lediglich 4 bis 6 funktionelle Vγ- (62; 94) sowie 3 Vδ-
Segmente. Dennoch übersteigt die theoretisch mögliche Anzahl von γ/δ TCR diejeni-
ge der α/β T-Zell Rezeptoren um mehrere Größenordnungen. Die spezielle Konfigu-
ration des α/δ-Lokus (vgl. Abb. 6) erlaubt nämlich Rearrangements zwischen TRAV-,
TRDD- sowie TRDJ-Gensegmenten, was die Generierung vielfältiger CDR3-Domä-
nen von δ-Ketten erlaubt, die variable Segmente der α-Kette aufweisen (89; 95; 96),
wobei das Ausmaß dieser Rekombinationen noch unbekannt ist.
Abb.7: Rearrangement des humanen δ T-Zell Rezeptors
[aus  W. Holtmeier:  Intraepitheliale Lymphozyten: Die erste Garde einer Immunabwehr ?
(20).]
Weiterhin beruht die Vielfalt der CDR3-Domänen humaner δ-Ketten auf der gleichzei-
tigen Verwendung aller 3 verfügbaren Dδ-Segmente, die sich zudem in allen drei Le-
serastern funktionell translatieren lassen sowie 4 Jδ-Genen. Darüber hinaus ergibt
sich die Diversität der TRDV/DD/DJ-Übergänge aus extensiven Modifikationen im
Bereich der 3‘- und 5‘-Segmenttermini, welche exonukleolytische Prozesse, TdT-A.Hennemann Einleitung
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katalysierte Insertionen matrizenunabhängiger „N“-Nukleotide sowie Additionen pa-
lindromischer Mono- oder Dinukleotide („P“-Nukleotide) umfassen. Es wurde berech-
net, daß theoretisch die Möglichkeit zur Generierung von über 10
13 verschiedenen γ/δ
T-Zell Rezeptoren besteht (18), was die Anzahl der im menschlichen Organismus
existierenden T-Lymphozyten bei weitem übertrifft.
2.1.9 Kompartimentierung von  T-Lymphozyten und differentielle
Expression ihrer Rezeptoruntereinheiten
Obwohl γ/δ T-Zellen zahlreiche Oberflächenantigene und Effektorspezifitäten wie z.B.
die Zytotoxizität mit speziellen Subpopulationen von α/β T-Lymphozyten teilen (38),
bestehen bezüglich der räumlichen Verteilung innerhalb des Organismus' gravieren-
de Unterschiede zwischen beiden Zellinien (14 - 16). Während γ/δ
+ T-Lymphozyten
im peripheren Blut lediglich 3 - 9% der gesamten T-Zellpopulation ausmachen (97),
liegt ihr Anteil innerhalb epithelialer Oberflächen - insbesondere bei speziellen ent-
zündlichen Erkrankungen - mit bis zu 40% signifikant höher (14 - 16; 33; 39; 54).
Außerdem korreliert die weitreichende Kompartimentierung der γ/δ T-Lymphozyten
charakteristischerweise mit einer präferentiellen Expression bestimmter Vδ-Genseg-
mente (16; 38).
Im humanen Gastrointestinaltrakt finden sich > 70% Vδ1
+ T-Lymphozyten (Vγ8/Vδ1-
Rezeptoren) (12; 33); weitere 17% weisen einen TRDV3-kodierten Rezeptor auf (84).
Vor dem Hintergrund der Tatsache, daß humane γ/δ T-Lymphozyten theoretisch über
10
13 verschiedene Antigenspezifitäten exprimieren können (18) ist fraglich, inwieweit
γ/δ T-Lymphozyten ihr genetisches Potential in vivo zur Vielfältigkeit ihrer Rezeptor
Repertoires ausnutzen. Entsprechende Arbeiten (HOLTMEIER et al.) zeigten, daß das
intestinale δ TCR-Repertoire gesunder erwachsener Personen unabhängig von der
exprimierten Vδ-Familie oligoklonal ist und eine homogene Verteilung entlang des
Kolons sowie des Duodenums aufweist (46; 47). Vor Beginn der genannten Unter-
suchungen lagen keine Erkenntnisse darüber vor, inwieweit zwischen räumlich
separierten bzw. funktionell unterschiedlichen Darmarealen Abweichungen bezüglich
des exprimierten δ  Rezeptor Repertoires bestehen. Detaillierte Analysen multipler
Biopsien der Darmmukosa, welche nahezu die komplette Länge des DuodenumsEinleitung A.Hennemann
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sowie des Kolons umfaßten, ließen ein oligoklonales Repertoire erkennen, wobei
dominante γ/δ T-Zellklone wiederholt an verschiedenen Stellen des Kolons anzutref-
fen waren. Diese repräsentierten offensichtlich umfangreiche Expansionen identi-
scher DV1-Transkripte, wobei zwischen dem δ Rezeptor Repertoire des Intestinums
und des peripheren Blutes gravierende Unterschiede bestanden (46). Außerdem
wurden signifikante Differenzen zwischen dem δ TCR-Repertoire des Kolons und des
Duodenums beobachtet. Anhand gesunder Probanden ließ sich zeigen, daß deren
Vδ1-, Vδ2- und Vδ3-Repertoires des Kolons  über mindestens 16 Monate stabil
blieben und sich innerhalb dieses Zeitraumes keine signifikanten Änderungen des
CDR3-Profils ergaben (46). Um zu überprüfen, inwieweit umfangreiche Expansionen
einzelner Rezeptortranskripte auch bei intestinalen γ/δ T-Lymphozyten bestehen, die
anderen Vδ-Familien als Vδ1 angehören, ermittelten HOLTMEIER et al. zunächst die
relativen Frequenzen der entsprechenden Subpopulationen innerhalb des Kolons
gesunder Kontrollpersonen mittels inverser PCR (47; 98). Obwohl TCRDV1 und - in
geringerem Ausmaß - das TCRDV2-Gensegment quantitativ im Kolon dominierten,
fanden sich auch solche δ TCR-Transkripte, die das TCRDV3- sowie TCRAV- (Vα)
Gensegmente aufwiesen und in Kombination mit Dδ- bzw. Jδ-Segmenten zur Berei-
cherung des funktionellen intestinalen γ/δ TCR-Repertoires beitrugen (95; 96). Diese
Resultate entsprechen im wesentlichen den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen,
die das Vδ Repertoire von γ/δ T-Lymphozyten mittels immunhistochemischer sowie
durchflußzytometrischer Methoden untersuchten (12; 33; 36).
Periphere γ/δ T-Lymphozyten zeichnen sich mehrheitlich durch die Expression von
Vγ9/Vδ2-Heterodimeren aus (38; 99 - 104), wobei diese zwischen 50 und 98%
TRDV2-DJ1-DC- beziehungsweise TRGV9-GJP-GC1-Segmente koexprimieren (102;
105 - 108). Demgegenüber stellen TRDV1-kodierte δ-Ketten in der Zirkulation eine
Minderheit dar. Vδ3-positive Zellen repräsentieren zwischen 3% und 9% aller peri-
pheren γ/δ T-Zellen, wobei TRDV3-kodierte Rezeptorketten häufig mit TRGV2-, GV3-
und GV4-Subgruppen, jedoch nur ausnahmsweise mit dem TRGV9-Segment verge-
sellschaftet sind (84). Weiterhin deutet die Existenz des Oberflächenantigens
CD45RO
+ auf einen aktivierten Status peripherer γ/δ T-Lymphozyten hin (109).
Analog zu intestinalen δ TCR-Transkripten ist das periphere δ-Kettenrepertoire
unabhängig von der exprimierten Vδ-Familie oligoklonal. Wie bereits im Fall vonA.Hennemann Einleitung
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DV1-Transkripten beschrieben (110), zeigt sich auch bei peripheren Vδ2- und Vδ3-
Familien  über den Zeitraum von 10 bis 16 Monaten hinweg eine weitgehende
Konstanz des jeweiligen CDR3-Profils. Das periphere δ TCR-Repertoire ist verschie-
den von dem des Intestinums, wobei sich nur ausnahmsweise partielle Überlappun-
gen nachweisen lassen. Molekularbiologische Untersuchungen (46; 47) ergaben,
daß der Umfang peripherer DV2-Repertoires beträchtlich zwischen einzelnen
Individuen variiert, wobei zuvor getroffene Aussagen (111) bestätigt wurden, daß die
entsprechenden Transkripte generell hochkomplexe Gensegment-Übergangsberei-
che aufweisen. Die Existenz oligoklonaler Rezeptor Repertoires stellt kein exklusives
Charakteristikum zirkulierender T-Lymphozyten dar, welche der γ/δ-Linie angehören.
Vielmehr weisen die β TCR-Repertoires CD8-positiver, zirkulierender T-Lymphozyten
bei gesunden Kontrollpersonen ebenfalls bedeutende Einschränkungen ihrer
Rezeptordiversität auf (112; 113). Obwohl die homogenen Verteilungen intestinaler
γ/δ
+ IEL vermutlich auf einer permanenten Rezirkulation selektierter Klone beruhen,
lassen sich kaum Überlappungen zwischen intestinalen und peripheren δ Rezeptor
Repertoires nachweisen. Dies läßt darauf schließen, daß in beiden Kompartimenten
verschiedene Antigenstrukturen erkannt werden.
Neben dem Intestinaltrakt bildet die Haut eine weitere bedeutende Grenzfläche des
Organismus' zu seiner Umgebung, weshalb sich anatomische Ähnlichkeiten ergeben
und vergleichbare immunologische Abwehrstrategien anzunehmen sind. Bei Mäusen
läßt sich zeigen, daß kutane γ/δ T-Lymphozyten einen bedeutenden Anteil aller CD3-
positiven Zellen darstellen können. Diese werden als dendritische epidermale T-
Zellen (DETC) bezeichnet und zeichnen sich durch extrem limitierte Rezeptor Reper-
toires sowie eine nahezu exklusive Expression einzelner Vγ- und Vδ-Gene aus.
Darüber hinaus weisen die Übergangsbereiche zwischen den Gensegmenten zahl-
reiche kanonische Repetitionen auf, welche kaum matrizenunabhängige „N“-Nukleo-
tide enthalten (114; 115). Aufgrund ihrer eingeschränkten Rezeptor Repertoires wird
spekuliert, daß sich intradermale γ/δ T-Zellen bei Mäusen auf die Erkennung spezifi-
scher Eigenantigene beschränken, die in Streßsituationen von speziellen Keratino-
zytenpopulationen verstärkt exprimiert werden. Somit käme den DETCs vermutlich
eher eine Bedeutung bei der Eliminierung irreversibel geschädigter Körperzellen als
im Rahmen der Erkennung von Fremdantigenen zu (116).Einleitung A.Hennemann
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Beim Menschen sind kutane γ/δ
+ T-Zellen sowohl intraepidermal als auch innerhalb
der Dermis lokalisiert; im Gegensatz zu Mäusen gehören jedoch nur 1 - 8% aller
intradermalen CD3
+ T-Lymphozyten der γ/δ Fraktion an (97; 117; 118). Somit stellen
kutane γ/δ
+ T-Zellen beim Menschen im Normalzustand eine Minorität dar, deren pro-
zentualer Anteil demjenigen zirkulierender γ/δ T-Lymphozyten (1 - 15%) vergleichbar
ist. Weiterhin unterscheiden sich die TCR humaner kutaner γ/δ T-Zellen insofern von
den Transkripten muriner DETC, als daß die Übergangsregionen zwischen humanen
Gensegmenten hochkomplex strukturiert sind und eine Vielzahl von „N“-Nukleotiden
aufweisen. Von daher kann angenommen werden, daß der Mensch über  keine
T-Zellinie verfügt, die den bei Mäusen beschriebenen DETC unmittelbar äquivalent
ist. Generell bestehen bezüglich der Funktion humaner kutaner γ/δ T-Lymphozyten
bislang Unklarheiten. Es wurde die Vermutung geäußert, daß sie eine entscheidende
Rolle bei granulomatösen Erkrankungen wie der amerikanischen kutanen Leish-
maniose (LCL) oder der Lepra (Infektion mit Mycobacterium leprae) spielen, da hier
die γ/δ
+ T-Zellen in den läsionalen Hautarealen vermehrt sind und ein limitiertes TCR-
Repertoire exprimieren (119 - 121). Gegenwärtig existieren nur vereinzelt Daten, die
Aufschlüsse über das γ/δ TCR-Repertoire in der Haut gesunder Personen geben.
Analog zur Situation bei Mäusen exprimieren kutane γ/δ T-Zellen des Menschen nur
eine begrenzte Vielfältigkeit der Rearrangements zwischen DV- und DJ-Region
kodierenden Gensegmenten. So koexprimieren sie vorwiegend eine aus dem TCR
DV2- sowie dem TCRDJ1-Segment bestehende Kombination, welche auch bei peri-
pheren γ/δ
+ T-Lymphozyten dominiert (120; 122 - 124). Bislang wurde davon ausge-
gangen, daß kutane humane γ/δ T-Lymphozyten - im Gegensatz zu γ/δ
+ IEL -
polyklonale Rezeptor Repertoires aufweisen, da Analysen chromosomaler δ-Ketten-
arrangements, welche anhand weniger Zellklone durchgeführt wurden vermuten
ließen, daß kutane γ/δ T-Zellen diverse Rezeptor Repertoires exprimieren (120; 123).
Allerdings konnte im Rahmen dieser Studien vielfach keine klare Abgrenzung vom
peripheren γ/δ TCR-Repertoire vorgenommen werden (124).
Derzeit ist nicht geklärt, inwieweit die variablen Regionen des γ/δ T-Zell Rezeptors
unterschiedliche Funktionen besitzen bzw. warum Vδ1
+ T-Lymphozyten innerhalb
des Gastrointestinaltraktes, Vδ2
+ T-Zellen hingegen im peripheren Blut sowie in der
Haut dominieren.A.Hennemann Einleitung
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2.1.10 Antigenerkennung durch  T-Lymphozyten
Bei α/β T-Zellen kommt die antigenspezifische Bindung primär durch Wechselwirkun-
gen zwischen dem MHC/Peptidkomplex sowie der CDR3-Domäne des T-Zell Rezep-
tors unter Beteiligung des Korezeptors CD4 bzw. CD8 zustande. Da die CDR1-
sowie die CDR2-Domäne des α/β TCR gleichermaßen mit MHC I- und MHC II-Struk-
turen interagieren, wird die Affinität des betreffenden T-Lymphozyten zu einer der
beiden Haupthistokompatibilitätskomplexe durch den Korezeptor festgelegt, welcher
vermutlich auch an der initialen Antigenbindung sowie der Signaltransduktions-
kaskade beteiligt ist.
Im Vergleich hierzu sind die Mechanismen, derer sich γ/δ T-Lymphozyten im Rahmen
der Antigenerkennung bedienen, grundlegend verschieden. Wie bereits im Abschnitt
2.1.5 angesprochen wurde liegen mehrere Hinweise darauf vor, daß die CDR3-
Domäne des γ/δ TCR strukturelle Gemeinsamkeiten mit den antigenbindenden
Rezeptoruntereinheiten von Immunglobulinen aufweist. In Übereinstimmung hiermit
sprechen zahlreiche Befunde dafür, daß die Antigenerkennung durch bestimmte γ/δ
Populationen nicht obligat an Interaktionen mit antigenpräsentierenden Zellen gebun-
den ist (60; 125). So zeichnet sich die Keratinozytenlinie PAM.2.12, welche zur in
vitro-Stimulation von γ/δ
+ DEC dient, unter anderem durch die Abwesenheit des MHC
Klasse I-Komplexes aus, weshalb zumindest die Aktivierung kutaner γ/δ T-Lympho-
zyten offensichtlich nicht auf dem Wege einer „klassischen“ MHC-Restriktion erfolgt
(116).
Viele der potentiell zur Aktivierung von γ/δ T-Zellen in Frage kommenden Strukturen
existieren gleichermaßen innerhalb eukaryontischer und prokaryontischer Zellen
oder stellen - wie CD1 oder hsp63 - teilweise phylogenetisch konservierte, primitive
Stimuli dar (60). Die peripheren Vγ9/Vδ2
+ T-Lymphozyten gesunder Personen und
von Patienten, die Infektionen mit Mycobacterium leprae aufweisen sind dazu in der
Lage, frei im Blut zirkulierende, nichtpeptidische Agenzien wie Isopentenyl-ppi sowie
verwandte Prenyl-ppi Derivate zu binden und von diesen aktiviert zu werden (126;
127). Von intestinalen Vδ1
+ Subpopulationen ist bekannt, daß sie die für Enterozy-
ten typischen MHC I-Klasse verwandten Oberflächenantigene MICA und MICB er-
kennen, deren Expression unter HSP70-Promotorkontrolle steht und in Streß-Einleitung A.Hennemann
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situationen wie bakteriellen Infektionen oder entzündlichen Prozessen hochreguliert
wird (43). Weil MICA bzw. MICB weder mit β2-Mikroglobulin assoziiert sind noch
über eine CD8-spezifische Bindungsstelle verfügen, dienen diese Oberflächenanti-
gene den γ/δ T-Zellen wahrscheinlich nicht als antigenpräsentierende Strukturen,
sondern werden von ihnen per se als körpereigene Streßantigene erkannt und führen
deshalb unmittelbar zu deren Aktivierung (43). Da die Erkennung streßinduzierter
Oberflächenstrukturen keine antigenprozessierenden Aktivitäten der Epithelzellen
voraussetzt, könnten  γ/δ
+ IEL entscheidend an der Eliminierung von Enterozyten
beteiligt sein, die infolge entzündlicher Prozesse irreversibel geschädigt sind oder
aufgrund neoplastischer Entdifferenzierungen eine Gefährdung des Organismus'
darstellen (45). Außerdem bietet die Erkennung einer geringen Anzahl autologer
Streßantigene (128) eine Möglichkeit um Gefahren, die sich aus Infektionen mit
unbekannten Erregern ergeben, unabhängig von ihrer Ursache mittels weniger anti-
genspezifischer Rezeptoren zwar indirekt, aber rasch zu erkennen. Der im Rahmen
der Vorarbeiten (46; 47) erhaltene Befund, wonach intestinale und periphere γ/δ
T-Lymphozyten gesunder Erwachsener über oligoklonale Rezeptor Repertoires ver-
fügen, steht mit dieser Überlegung in Einklang.
2.1.11 Interaktionen zwischen  T-Lymphozyten und intestinalen Epithel-
zellen
Die für γ/δ
+ IEL vermutete Funktion als „Wächter des Epithels“ wird durch Befunde
gestützt, wonach sie zur Eliminierung geschädigter Epithelzellen beitragen könnten
(129). So zeigten Untersuchungen an kultivierten γ/δ T-Lymphozyten, daß diese so-
wohl indirekte, regulatorische Aufgaben wie B-Zell-Hilfe als auch direkte Effektorfunk-
tionen besitzen, welche wahrscheinlich auf CD95/FasL vermittelten Wechselbezie-
hungen beruhen (130). Isolierte γ/δ
+ IEL besitzen in vitro nachweisbar zytolytisches
Potential (131; 132), was durch die Existenz distinkter morphologischer Strukturen
wie elektronendichter Granula sowie Granzym A bzw. Perforin enthaltender Vesikel
bestätigt wird (133). Außerdem ließ sich zeigen, daß bestimmte γ/δ T-Zellklone in
vitro zur Sezernierung von IL-2, IL-4, GM-CSF, IFN-γ sowie TNFα befähigt sind und
demzufolge sowohl inflammatorische Th1- als auch funktionell antagonistische Lym-
phokine des Th2-Typs exprimieren (38; 134).A.Hennemann Einleitung
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Andererseits bestehen Hinweise darauf, daß aktivierte γ/δ
+ IEL über die Ausschüt-
tung spezieller Mitogene wie dem „Keratinozyten-Wachstumsfaktor“ ( KGF) Einfluß
auf die Proliferation und Differenzierung der Epithelzellen nehmen, weshalb ihnen
vermutlich eine grundlegende Bedeutung bei der Aufrechterhaltung der mukosalen
Integrität zukommt (135). Der mögliche Einfluß von γ/δ
+ IEL auf die Regenerationsfä-
higkeit des intestinalen Epithels wird auch durch Studien an γ/δ-defizienten Mäusen
gestützt, welche gegenüber Wildtypstämmen mildere Verlaufsformen Allotransplan-
tat (GvHR)-induzierter Enteropathien zeigen (136), andererseits durch deutlich
gestörte Proliferationsraten der Enterozyten gekennzeichnet sind (137; 138). Offen-
sichtlich sind γ/δ IEL und intestinale Epithelzellen zum Erhalt ihrer physiologischen
Aufgaben auf wechselseitige Kooperation angewiesen.
2.1.12 Die Bedeutung intraepithelialer  T-Lymphozyten im Rahmen der
„oralen Toleranz“
Neben der schnellen und effizienten Eliminierung pathogener Mikroorganismen ist
die Etablierung einer oralen Toleranz durch die Komponenten des mukosalen
Immunsystems von vitaler Bedeutung. Ein partieller Verlust der oralen Toleranz
gegenüber Nahrungsantigenen oder der Darmflora könnte die Entstehung von
Kreuzreaktivitäten begünstigen und eventuell auch der auslösende Faktor für die
Entstehung chronisch entzündlicher Darmerkrankungen (CED) sein (139; 140).
Es wurde nachgewiesen, daß γ/δ T-Lymphozyten zur Inhibition antigenspezifischer
Reaktionen auf oral verabreichte Substanzen in der Lage sind, die von CD8-positi-
ven, zytotoxischen oder CD4
+ T-Helferzellen bzw. Immunglobulin-sekretierenden
B-Lymphozyten vermittelt werden (141), wobei eine parenterale Gabe anti-δ TCR-
spezifischer Antikörper den immunsuppressiven Effekt aufhebt. Vice versa ließ sich
an Mäusen zeigen, daß intestinale γ/δ T-Zellen in der Peripherie zur Verstärkung
spezifischer IgA-Antworten auf bestimmte Nahrungsantigene beitragen und somit
möglicherweise zum Verlust einer entsprechenden oralen Toleranz führen (142;
143). Ferner konnte durch Experimente, welche zur Untersuchung der Induzierbar-
keit mukosaler Toleranz am Respirationstrakt von Ratten durchgeführt wurden
gezeigt werden, daß γ/δ T-Lymphozyten offensichtlich eine von α/β
+ T-Helferzellen
vermittelte IgE-Produktion blockieren (144). Da sich die systemische ImmunantwortEinleitung A.Hennemann
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durch experimentelle Manipulationen des mukosalen Immunsystems entscheidend
beeinflussen läßt, werden die Möglichkeiten einer oralen Toleranzinduktion zur
Therapie verschiedener Autoimmunerkrankungen mit besonderem Interesse unter-
sucht (145).
2.1.13 Die Rolle intraepithelialer  T-Zellen im Rahmen der Entstehung
chronisch entzündlicher Darmerkrankungen (CED)
Neben ihrer Beteiligung an der mukosalen Immunantwort wird diskutiert, ob γ/δ
T-Lymphozyten bei der Pathogenese von Autoimmunkrankheiten wie der Rheumato-
iden Arthritis (RA) oder der Multiplen Sclerose (MS) eine Rolle spielen könnten (146 -
148). Auch im Fall der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen wie dem Morbus
Crohn (MC) oder der Colitis ulcerosa (CU) (149) läßt sich eine Beteiligung von γ/δ
T-Zellen vermuten. Obwohl die initialen Vorgänge, welche auf zellulärer Ebene statt-
finden bislang unbekannt sind, wird eine Dysregulation des mukosalen Immunsys-
tems als auslösender Faktor für die Ätiopathogenese der CED postuliert (149; 150).
Die Annahme eines derartigen Zusammenhanges steht mit der Tatsache in Einklang,
daß sowohl die Symptomatik des M.Crohn als auch der C.ulcerosa durch eine
immunsuppressive Therapie deutlich abgemildert wird. Zudem existieren zahlreiche
Publikationen, die einen grundlegenden Zusammenhang zwischen T-Zell vermittelten
Mechanismen und der Pathogenese von CED nahelegen (151). Eventuell ist die
Toleranz dieser T-Lymphozyten gegenüber luminalen Antigenen im Vergleich zum
physiologischen Normalzustand erniedrigt: Während gesunde Personen keine signifi-
kante T-Zell vermittelte Immunreaktion gegenüber der mikrobiellen Darmflora ausbil-
den wurde gezeigt, daß das intestinale Immunsystem von M.Crohn-Patienten dazu
sehr wohl in der Lage ist (140). Die bedeutende Rolle von T-Lymphozyten an der
Entstehung von CED wird außerdem durch zahlreiche Tiermodelle gestützt, bei
denen Entzündungen des Darmtraktes durch T-Zellen induziert (151; 152) und sogar
transferiert werden konnten (153 - 155). Darüber hinaus lassen sämtliche Tier-
modelle erkennen, daß ein enger Zusammenhang zwischen der Entstehung von
CED und der Existenz der normalen intestinalen Mikroflora besteht (152; 156).
Der M.Crohn tritt bevorzugt im Bereich des terminalen Ileums sowie des Kolons auf;
im Gegensatz zur C.ulcerosa kann er jedoch sämtliche Abschnitte des Gastrointes-A.Hennemann Einleitung
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tinaltraktes vom Ösophagus bis zum Anus betreffen. Histologisch ist die Erkrankung
dadurch gekennzeichnet, daß sich transmurale aphtoide Ulzerationen finden, wobei
ein diskontinuierlicher Befall der Darmwand zur Entstehung räumlich begrenzter Lä-
sionen führt, die von makroskopisch unauffälliger Mukosa umgeben sind (157). Ein
weiteres Charakteristikum besteht darin, daß innerhalb der entzündlichen Areale epi-
theloidzellige Granulome existieren, an deren Peripherie deutlich erhöhte Titer akti-
vierter LPL nachgewiesen werden können (158; 159). Der Befund, wonach auch in-
nerhalb der T-Zellareale lymphoider Follikel von M.Crohn-Patienten vermehrt γ/δ
T-Zellen existieren (160) stimmt mit der vermuteten Beteiligung dieser Lymphozyten
an der Entstehung des M.Crohn überein (161). Möglicherweise repräsentieren die-
jenigen T-Lymphozyten, welche sich spezifisch innerhalb läsionaler Mukosaareale
anreichern eine primäre oligoklonale T-Zellantwort, welche ursächlich für die weitere
Krankheitsentstehung verantwortlich ist. So lassen sich sowohl bei M.Crohn- als
auch bei C.ulcerosa-Patienten klonale Expansionen spezifischer α/β-positiver T-Lym-
phozyten innerhalb läsionaler Darmareale (162 - 168) sowie des peripheren Blutes
(165; 166) nachweisen. Demgegenüber existieren diese nicht innerhalb der phäno-
typisch gesunden Mukosa, was darauf schließen läßt, daß spezifische Antigenstruk-
turen für die Krankheitsentstehung verantwortlich sind.
Während zahlreiche Studien die Möglichkeit einer Beteiligung von α/β
+ T-Zellen an
der Pathogenese von CED nahelegen, wurden analoge Untersuchungen an γ/δ T-
Lymphozyten in weit geringerem Umfang durchgeführt. Allerdings konnte gezeigt
werden, daß sie im Fall von Infektionen mit intrazellulär replizierenden Mikroorganis-
men entscheidenden Einfluß auf die Granulombildung besitzen (121; 169). Von zahl-
reichen γ/δ T-Zellklonen ist bekannt, daß sie als Reaktion auf Konfrontationen mit
mikrobiellen Phosphoantigenen große Mengen proinflammatorischer Zytokine wie
INF-γ und TNF-α ausschütten (170; 171). Bei homozygot deletierten, γ/δ „knockout“
Mäusen führen Infektionen mit dem intrazellulär replizierenden Erreger Listeria
monocytogenes zur Entstehung hepatischer Abszesse, die keine Granulome enthal-
ten (172; 173). Dagegen lassen die Untersuchungen bakteriell induzierter Granulome
bei Wildtyp-Stämmen klonal expandierte γ/δ T-Lymphozyten erkennen (119; 120)
womit die Vermutung naheliegt, daß γ/δ T-Zellen zur Erkennung spezifischer bakte-
rieller Antigenstrukturen befähigt und tatsächlich an der Granulombildung beteiligt
sind. Folglich könnten die Granulome innerhalb der läsionalen Darmareale vonEinleitung A.Hennemann
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M.Crohn-Patienten in direktem Zusammenhang mit γ/δ
+ IEL stehen, welche durch ein
bislang unbekanntes Antigen aktiviert wurden. Außerdem wird eine systemische
Beteiligung von γ/δ T-Lymphozyten an der Pathogenese diskutiert, da die Anzahl
peripherer γ/δ T-Zellen während akuter Phasen der Erkrankung ebenfalls deutlich
erhöht ist (174). Bislang existieren nur vereinzelt Daten die darüber Aufschluß geben
könnten, inwieweit γ/δ T-Lymphozyten tatsächlich eine Rolle bei der Entstehung und
Aufrechterhaltung des Morbus Crohn spielen. Deshalb bestand ein Ziel unseres
Forschungsvorhabens in der Klärung der Frage, ob diejenigen γ/δ T-Zellen, welche
vermehrt in den Randbereichen aphtoider Ulzerationen lokalisiert sind mit spezifi-
schen Antigenstrukturen interagieren bzw. welche Subfamilien hiervon betroffen sind.
Da die vermuteten Wechselwirkungen Einfluß auf das Rezeptor Repertoire der
betreffenden Lymphozytenpopulationen besitzen könnten, führten wir Analysen der
intestinalen und peripheren δ TCR-Repertoires bei Patienten durch, die nachgewie-
senermaßen an M.Crohn und C.ulcerosa erkrankt waren.A.Hennemann Einleitung
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2.2 Die humorale Komponente des mukosalen Immunsystems:
B-Lymphozyten
2.2.1 Organisation des intestinalen humoralen Immunsystems
Als größtes zusammenhängendes lymphoendotheliales System verfügt der Intesti-
naltrakt  über zahlreiche antigenprozessierende und -präsentierende Zellen, unter-
schiedlichste Typen von T- und B-Lymphozyten sowie antikörpersezernierende Plas-
mazellen (Immunozyten). Neben der kompartimentspezifischen Verteilung von CD4
+
und CD8
+ T-Zellen stellt die quantitativ bedeutende Produktion sekretorischer
Immunglobuline durch B-Lymphozyten, die innerhalb der Lamina propria lokalisiert
sind ein wesentliches Charakteristikum des mukosalen Immunsystems dar (175). Bei
erwachsenen Personen sind > 80% aller Immunglobulin produzierenden B-Lympho-
zyten in der Lamina propria angesiedelt (17), womit den organisierten Strukturen des
GALT entscheidende Bedeutung im Rahmen der spezifischen Immunabwehr zu-
kommt (2). Man nimmt an, daß die Stimulierung bzw. die Affinitätsreifung von B-
Lymphozyten innerhalb der Peyer’schen Plaques erfolgt, wogegen die Lamina
propria das kritische Effektorkompartiment der ausgereiften Immunozyten darstellt.
Sowohl sekretorisches (s)IgA als auch sIgM exprimierende LPL weisen umfangrei-
che somatische Mutationen innerhalb ihrer VH-Regionen auf (176). Außerdem ließen
sich aus den Keimzentren der Lamina propria (177; 178) sowie der Peyer’schen
Plaques (179) klonal verwandte B-Lymphozyten isolieren. Es wird diskutiert, daß IgA-
Lymphoblasten nach ihrer Antigen vermittelten Aktivierung aus den Peyer’schen
Plaques auswandern und sich innerhalb der mesenterialen Lymphknoten ansiedeln,
von wo sie über den Ductus thoracicus in den zirkulierenden Blutstrom gelangen (vgl.
Abb.1 bzw. Abb.8). In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, daß periphere
B-Lymphozyten intestinalen Ursprunges - analog zu T-Zellen - histospezifische
Adressine (α4β7) exprimieren die es ihnen erlauben, wieder innerhalb ihres ur-
sprünglichen Kompartimentes ansässig zu werden (180 - 184) und zu rezirkulieren.
Dennoch war bislang unklar, ob lokal expandierte B-Lymphozyten auch innerhalb
räumlich weit voneinander entfernter Darmabschnitte angetroffen werden können.Einleitung A.Hennemann
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Abb.8: Kreislauf der IgA sezernierenden B-Lymphozyten
[aus J. Centner und A.L. de Weck: Atlas der Immuno-Allergologie (185).]
2.2.2 Antikörper der Isotypklasse A
Von den intestinalen Plasmazellen wird mehr Immunglobulin synthetisiert als von
allen übrigen lymphoiden Organen des Organismus' zusammengenommen. In quan-
titativer Hinsicht dominiert hierbei das sekretorische Immunglobulin A, welches in
einer Größenordnung von 3 - 5 g pro Tag an den Oberflächen des humanen Intesti-
naltraktes sezerniert wird (186). IgA stellt eine von drei großen Immunglobulinklas-
sen dar, welche nicht nur innerhalb des Gastrointestinaltraktes oder des Serums
(6% bis 15% der γ-Globulinfraktion) auftritt, sondern auch Bestandteil vieler exokriner
Sekrete wie der Saliva, der Tränenflüssigkeit oder dem Kolostrum bildet.
Darmlumen
Antigene Lamina
propria
Darmzotten
Peyer’scher Plaque
Lymphknoten Gesamt-
kreislauf
Ductus
thoracicusA.Hennemann Einleitung
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Analog zu der für γ/δ T-Lymphozyten beschriebenen Situation läßt sich auch für IgA
eine kompartimentspezifische Verteilung divergenter Subklassen nachweisen: Wäh-
rend 95% des sekretierten IgAs in der polymeren Modifikation vorliegen, besteht
plasmatisches IgA zu 88% aus Monomeren (mIgA). Weiterhin existieren zwei diver-
gente IgA-Subklassen, welche sich innerhalb des Organismus' heterogen zwischen
peripherem und mukosalem Immunsystem verteilen. So stellt IgA1 beim Menschen
bis zu 85% der plasmatischen IgA-Moleküle (186; 187), deren physiologische Halb-
wertszeit mit 3 - 6 Tagen beträchtlich kürzer liegt als diejenige von IgG (21 Tage).
Demgegenüber bestehen mehr als 60% des intestinalen IgAs aus IgA2, welches sich
auf die allelen Varianten A2m[1] und A2m[2] verteilt. In physikochemischer Hinsicht
unterscheiden sich IgA1 und IgA2 in 22 Aminosäureresten; IgA2 weist eine Deletion
von 13 AS innerhalb seiner „Gelenk-Region“ auf, was die gegenüber IgA1 reduzierte
sterische Flexibilität bedingt.
Tab.2: Vergleich der molekularen Formen und der Verteilung humaner IgA-Subklassen
Immunhistochemisch
identifizierbare Plasmazellen
mIgA pIgA IgA1 IgA2
innerhalb des Knochenmarks 89% 11% 88% 12%
innerhalb der Lamina propria 11% 89% 65% 35%
In vitro sezerniertes
Immunglobulin A
mIgA pIgA IgA1 IgA2
von Plasmazellen des
Knochenmarks
87% 13% 89% -
von Plasmazellen der
Lamina propria
39% 61% 61% -
[aus  W.H.  Kutteh  et al. (188), S.S. Crago  et al. (189), J. Radl  et al. (190) sowie P.
Brandtzaeg et al. (191).]
Prinzipiell umfaßt die Funktion des intestinalen IgAs drei Aufgaben:
a) Adsorbtion luminaler Antigene („klassische“ Funktion)
b) Neutralisation intrazellulär und subepithelial lokalisierter, viraler und nichtrepli-
zierender Antigene sowie Ausschleusung komplexierter Antigenstrukturen ins
Darmlumen
c) IgA-spezifische Effektorfunktionen, z.B. Inhibition der KomplementkaskadeEinleitung A.Hennemann
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Der protektive Effekt des intestinalen IgAs beruht darauf, daß es luminale Antigene
durch Bildung von Immunkomplexen immobilisiert und somit Interaktionen zwischen
den relevanten Pathogenen sowie den Epithelzellen auf dem Wege der Neutralisa-
tion unterbindet. Weiterhin läßt sich in vitro zeigen, daß antivirale IgA-Moleküle über
den basolateral lokalisierten pIgA-Rezeptor der Enterozyten aufgenommen werden
können und dadurch effektiv zur Inaktivierung intrazellulär replizierender Viren beitra-
gen, welche die Epithelzellen über ihre apikale Oberfläche infizieren (192). Auch
wurde eine Eliminierung nichtinfektiöser Partikel durch Bildung entsprechender IgA-
Komplexe sowie deren transzelluläre Passage vermittels des pIgA-Rezeptors nach-
gewiesen (193; 194). Darüber hinaus wird die Vermutung, daß IgA eine antiinflam-
matorische Komponente des Immunsystems darstellt durch Befunde gestützt, wo-
nach antigenkomplexierte humane IgA-Moleküle  nicht zur Komplementaktivierung
befähigt sind (195) sondern vielmehr entsprechende, IgG- und IgM-induzierte Akti-
vierungsmechanismen inhibieren (196; 197).
Abb.9: Funktionen des intestinalen IgAs im Rahmen der mukosalen Immunantwort
[aus  J. Mestecky  et al.: Intestinal IgA: novel views on its function in the defence of the
largest mucosal surface (198).]
Die antiinflammatorische Eigenschaft des IgAs dürfte für die Aufrechterhaltung der
epithelialen Integrität sehr bedeutend sein, da lokale entzündliche ImmunreaktionenA.Hennemann Einleitung
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vielfach weitreichende Gewebeläsionen umfassen und teilweise sogar die unmittel-
bar vom Pathogen verursachten Schädigungen zusätzlich verstärken.
Abb.10: Struktur des humanen sekretorischen IgA1 (sIgA1)
[nach M. Turner: Moleküle, die Antigene erkennen (199).]
2.2.3 IgM exprimierende B-Zellen
Neben sIgA bildet sekretorisches IgM, das von ca. 10% aller intestinalen Plasmazel-
len produziert wird (2) einen weiteren bedeutenden humoralen Mediator des mukosa-
len Immunsystems (17). Vermutlich handelt es sich bei IgM um den phylogenetisch
ältesten Vertreter der Immunglobulin-Superfamilie, was mit der Tatsache in Einklang
steht, daß monomeres (m)IgM die erste Antikörperklasse darstellt, welche in frühen
Stadien der B-Zellreifung exprimiert wird und auch für deren weitere Differenzierung
essentiell ist. IgM bildet nicht nur die zuerst von Neugeborenen produzierte
Immunglobulinklasse; auch die primäre Immunantwort gegenüber unbekannten Anti-
genen wird ausschließlich durch IgM vermittelt. Neueren Erkenntnissen zufolge (176)
können intestinale IgM B-Lymphozyten ebenfalls einer antigenvermittelten Affinitäts-
reifung unterliegen und an sekundären Immunreaktionen beteiligt sein.
Bei dem von Plasmazellen sezernierten, pentameren IgM handelt es sich um ein
Makroglobulin (MW = 970 kD), das sich aus jeweils 10 Schwer- bzw. Leichtketten
sowie einer J-Kette zusammensetzt, wobei zwischen den monomeren Untereinheiten
kovalente Wechselwirkungen bestehen. Aufgrund seiner hohen Multiplizität ist penta-
meres bzw. polymeres IgM (pIgM) sehr effizient in Bezug auf die Antigenaggluti-
nation, wobei aus sterischen Gründen maximal fünf komplexe Antigenstrukturen ge-
bunden werden können.
J-Kette
sekretorische
KomponenteEinleitung A.Hennemann
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Abb.11: Die pentamere Struktur der Polypeptidkette des humanen IgMs
[nach M. Turner: Moleküle, die Antigene erkennen (199).]
Es wurde postuliert, daß polyreaktive, „natürliche“ Antikörper, die hauptsächlich der
Isotypklasse M angehören im Fall einer Invasion durch pathogene Mikroorganismen
eine „erste Verteidigungslinie“ ausbilden. In Übereinstimmung mit dieser Hypothese
erbringen die Analysen der VH-Repertoires verschiedener Spezies Hinweise auf klo-
nale Expansionen definierter IgM-Lymphozytenpopulationen: So weist das Peritone-
um gesunder erwachsener Mäuse hohe Titer von „B-1“ Zellen auf, welche gegen das
Hapten  Phosphatidylcholin gerichtete IgM-Antikörper produzieren (200) und deren
Rezeptoren - analog zu IgA exprimierenden B-1 Populationen - sehr limitierte, Fetus-
ähnliche Repertoires aufweisen, die durch wenige „N“-Nukleotide sowie das Fehlen
somatischer Mutationen gekennzeichnet sind. Jüngste Daten dokumentieren, daß
diese B-1 Lymphozyten von luminalen Antigenen und zudem T-Zell unabhängig akti-
viert werden (201). Da im Fall des Menschen nur vereinzelt Daten vorliegen, wird die
Existenz einer humanen B-1 Population bislang kontrovers diskutiert.
Hiervon abgesehen, macht sich mit fortschreitendem Lebensalter eine zunehmende
Einschränkung der IgH-Rezeptordiversität bemerkbar. Ungefähr 20% der Seren 95
jähriger Personen weisen monoklonale IgM-Repertoires (M-IgM) auf (202); darüber
hinaus zeigen an Mäusen durchgeführte Studien Korrelationen zwischen steigendem
Lebensalter und einer prozentualen Zunahme von M-IgM, welche unabhängig vom
untersuchten Stamm ist (203). Ferner verfügen mehr als 85% der alten Tiere über
stabile klonale B-Zellpopulationen, welche oftmals innerhalb unterschiedlicher
J-KetteA.Hennemann Einleitung
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lymphoider Kompartimente ein- und desselben Individuums nachgewiesen werden
können.
sIgA und sIgM besitzen im Rahmen der spezifischen Immunantwort vermutlich ähn-
liche Aufgaben, da sie innerhalb des Gastrointestinaltraktes weitestgehend aus-
tauschbar sind. So weisen Patienten mit bestehendem IgA-Mangel nahezu keine Im-
mundefekte auf, was möglicherweise darauf beruht, daß die Konzentration IgM expri-
mierender B-Lymphozyten im Darm kompensatorisch erhöht ist (2). Wie bereits
angedeutet wurde, sezernieren B-Zellen im Rahmen der Primärantwort ausschließ-
lich IgM, wogegen alle übrigen Antikörperklassen durch Isotypwechsel entstehen.
Dieser Prozeß findet vermutlich in den Keimzentren sekundärer lymphatischer Orga-
ne statt, wobei die konstante Region Cµ durch somatische Rekombination deletiert
und durch Allele anderer Antikörperklassen (Cα, Cγ, bzw. Cε) substituiert wird. Da die
antigenbindende CDR3-Domäne von diesem Ereignis unbeeinflußt bleibt, lassen sich
durch vergleichende molekulargenetische Analysen Rückschlüsse auf verwandt-
schaftliche Beziehungen zwischen definierten B-Lymphozytenklonen ziehen (vgl.
Abschnitt 4.4).
2.2.4 Organisation humaner Antikörper-Untereinheiten kodierender Gen-
segmente: Immunglobulin-Schwerketten (IgH)
Im humanen Genom finden sich drei genetische Komplexe, welche auf verschiede-
nen Chromosomen lokalisiert sind und für Immunglobulinschwerketten bzw. für die
leichten κ- und λ-Ketten kodieren (204). Während der erste Lokus Gruppen von zwei
(VL-JL) oder drei (VH-DH-JH) Segmenten aufweist, beinhaltet der zweite solche Allele,
die für konstante Domänen kodieren. Der Genort für Immunglobulinschwerketten
kartiert auf Chromosom 14q32, wobei die VH- und CH-Segmente in der Reihenfolge
5‘ VH-DH-JH-CH 3‘ orientiert sind. Selbst im kleinsten untersuchten Haplotyp setzt sich
der VH-Lokus aus mindestens 81 verschiedenen VH-Elementen sowie weiteren 10
polymorphen Segmenten zusammen (205), wobei er etwa 50 funktionelle Allele bein-
haltet (204; 206). Basierend auf den bestehenden Nukleotidsequenzhomologien
2
erfolgt die Klassifizierung aller bisher analysierten VH-Gene in 7 verschiedene Fami-
lien. Während die aus 22 funktionellen Allelen bestehende VH3-Familie quantitativ
                                                          
2  >80% IdentitätEinleitung A.Hennemann
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dominiert, verfügen die VH1- und die VH4-Genfamilie jeweils über zirka ein Dutzend
funktioneller Allele, wogegen die VH2-, VH5-, VH6- sowie die VH7-Familie 3, 2, 1 bzw.
1 funktionelles Gensegment aufweisen (204; 206). Nach dem derzeitigen Wissens-
stand beinhaltet das humane Genom 30 funktionelle DH-Segmente (207); diese
werden in 6 Familien eingeteilt, welche in 4 „Tandem-Clustern“ organisiert sind. In
unmittelbarer Nachbarschaft zum Cµ Genort sind neun JH-Allele lokalisiert, worunter
sich drei Pseudogene ( ψ) befinden. Demzufolge strukturiert sich die humane CH-
Genfamilie wie folgt:
Abb.12: Schematische Darstellung des humanen VH-Genlokus’
5‘ - JH (8 kb) -CP (5 kb) -CG (60 kb) -CJ3 (26 kb) -CJ1 (19 kb) -CH (13 kb) -CD1 (35 kb) -CJ (40 kb) -CJ2 (18 kb)
     -CJ4 (23 kb) -CH (10 kb) -CD2 - 3‘
[G.P. Cook et al.: The human immunoglobulin VH repertoire (206).]
Regionen   Segmente
    ~ 90    VH6   30A.Hennemann Einleitung
                                                                                                                                                                                    
47
Im Gegensatz zu den übrigen Konstant-Genen, welche aus drei Exons zusammen-
gesetzt sind, beinhalten Cµ und Cε jeweils vier Exons.
2.2.5 Immunglobulin-Leichtketten ( und )
Der Genort für humane Leichtketten des κ-Typs befindet sich auf Chromosom 2p11-
12, umfaßt näherungsweise 1,8 Mb und beinhaltet ein Cκ-, fünf Jκ- sowie zwei „con-
tigs“ von Cκ-Genen, welche invers zueinander orientiert sind (208).
Abb.13: Schematische Darstellung des humanen IgVκ Lokus’
[aus H.G. Zachau et al.: The immunoglobulin kappa locus - or - what has been learned from
looking closely at one-tenth of a percent of the human genome (208).]
Insgesamt ließen sich 32 funktionelle Vκ-Segmente identifizieren, wobei 16 Allele
leichte Defekte aufweisen und weitere 25 vermutlich Pseudogene darstellen. Da-
rüber hinaus befinden sich auf den Autosomen 1 und 22 sowie anderer Chromoso-
men weitere Vκ-Elemente, von denen insgesamt 24 ihrer Nukleotidsequenz nach be-
kannt sind. Die humanen λ-Leichtketten werden von einem 0,8 Mb großen Abschnitt
auf Chromosom 22q11.2 determiniert, der eine Vλ-Region sowie sieben (Jλ-Cλ)-Blök-
ke umfaßt. Über 10 Vλ-Familien, welche 70 entsprechende Gensegmente aufweisenEinleitung A.Hennemann
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sind 14 kb in 5‘-Richtung von den genannten Blöcken lokalisiert und beherbergen 7
Jλ bzw. Cλ kodierende Allele. Im Gegensatz zur mosaikartigen Struktur humaner VH-
und Vκ-Elemente sind die insgesamt drei verschiedenen Familien zugehörigen Vλ-
Gene innerhalb dreier distinkter „Cluster“ organisiert, wobei alle vorzugsweise expri-
mierten Vλ-Allele den (Jλ-Cλ)-Blöcken benachbart sind. Es ließen sich signifikante
Präferenzen bezüglich der Expression bestimmter Vλ-Allele nachweisen: Beispiels-
weise stellen 10% der insgesamt 30 verfügbaren Vλ-Gene etwa die Hälfte aller Vλ-
Domänen.
2.2.6 Somatische Mutationen bei B-Zell Rezeptoren
Analysen der Peptidsequenzen antigenbindender Domänen humaner Immunglobu-
linleicht- und Schwerketten durch KABAT und WU zeigten, daß sich deren idiotypische
Variabilität primär auf drei hypervariable Regionen beschränkt, die von relativ kon-
stanten Gerüststrukturen („framework“) separiert werden (209). In jedem Fall weist
die antigenbindende CDR3-Domäne der IgH-Kette welche (wie bei TCR) vom DH-
Segment, dem 3‘-Terminus eines gegebenen VH-Allels sowie dem 5‘-Ende des jewei-
ligen JH-Segmentes gebildet wird, die absolut höchste Variabilität auf (210).
Abb.14: Aminosäurevariabilität innerhalb der variablen Regionen humaner IgH-Ketten
[aus R. Nezlin: General characteristics of immunoglobulin molecules (211).]A.Hennemann Einleitung
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Darüber hinaus besitzt jeder B-Zellklon eine weitere Möglichkeit zur Diversifikation,
bei der die Affinität des Rezeptors durch antigeninduzierte somatische Mutationen
optimiert wird, wobei die Nukleotidsubstitutionen bevorzugt innerhalb räumlich defi-
nierter Loci („hot spots“) auftreten. Durch diese sog. Hypermutationen läßt sich die
Affinität eines Antikörpers nochmals bis zu 10
2-fach steigern (212; 213). Während
konstante Regionen sowie nichtexprimierte V-Allele kaum von derartigen Modifikatio-
nen betroffen sind, liegt das Zentrum der somatischen Hypermutationen in den
Randbereichen rearrangierter V-Allele, deren hypervariable Regionen bis zu 24 Ami-
nosäuresubstitutionen aufweisen können. Da singuläre Nukleotidtransitionen (A ver-
sus T und G versus C) weitaus häufiger als entsprechende Transversionen zu beob-
achten sind, erfolgen die Mutationsvorgänge mit Sicherheit nicht zufällig. Demgegen-
über finden sich Baseninsertionen und -Deletionen, die Einfluß auf das Leseraster
besitzen würden nur vergleichsweise selten, was auf der positiven Selektion funktio-
neller Rezeptoren beruhen dürfte.
2.2.7 IgA- und IgM-Schwerkettenrepertoires im humanen Intestinum und
im peripheren Blut
Trotz des gewaltigen Potentials zur Generierung verschiedenster Antigenspezifitäten
ist die Diversität von Immunglobulin Rezeptoren während der Ontogenese sowie bei
adulten Individuen keinesfalls zufällig. Die ersten, während des fetalen Entwicklungs-
stadiums exprimierten Antikörpermoleküle werden durch VH-Gensegmente determi-
niert, welche noch in der Keimbahnkonfiguration vorliegen; für diese Rezeptoren ist
das Fehlen von „N“-Nukleotiden sowie somatischer Mutationen charakteristisch
(214). Während des fetalen bis neonatalen Entwicklungsstadiums werden vorwie-
gend Allele der VH5-, VH6- und der VH7-Genfamilie exprimiert (215 - 217). Ebenso
lassen sich Präferenzen bezüglich des VH-Repertoires im Blut gesunder Erwach-
sener beobachten. Hier werden insbesondere Vertreter der diversen VH3- (V3-23,
V3-30) sowie der VH4-Genfamilie (V4-34, V4-59) mit erhöhter Frequenz exprimiert
(218; 219); auch die Verwendung von DH- sowie JH-Regionen erfolgt keinesfalls
zufällig (207).Material und Methoden A.Hennemann
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3. Material und Methoden
3.1 Gewinnung von Untersuchungsmaterial
Das Patientenkollektiv bestand aus Personen, welche in der Gastroenterologischen
Ambulanz der Medizinischen Klinik II (ZIM) und dem Zentrum für Dermatologie und
Venerologie (ZDV) der Johann Wolfgang Goethe-Universitätsklinik Frankfurt am
Main betreut wurden. Weiterhin bestanden Kooperationen mit dem Klinikum der
Johannes Gutenberg-Universität Mainz, der Medizinischen Hochschule Hannover
(MHH) sowie der University of California, San Diego (UCSD).
Für alle molekularbiologisch charakterisierten CED-Patienten lagen uns detaillierte
Anamnesen vor, welche die Existenz chronischer Erkrankungen des Kolons bzw. des
terminalen Ileums zweifelsfrei dokumentierten. Bezüglich der M.Crohn-Patienten be-
stand das entscheidende Einschlußkriterium nicht im klinischen Bild oder dem Aktivi-
tätsindex der Erkrankung, sondern der Existenz klar umschriebener Läsionen, auf-
grund derer eine klare Differenzierung zwischen gesunden und pathologisch verän-
derten Arealen möglich war.
Ausgangsmaterial der Studien bildeten wenige mm
3 messende Biopsien der Darm-
mukosa, die den CED-Patienten sowie den gesunden Kontrollpersonen im Verlauf
endoskopischer Routineuntersuchungen entnommen wurden. Alternativ hierzu stan-
den Gewebeproben chirurgisch gewonnener Resektate des Kolons bzw. des termi-
nalen  Ileums f ür molekularbiologische Analysen zur Verfügung. Die untersuchten
Hautproben (Probeexzisionen, PE) entstammten entweder Personen, welche sich
kosmetischen Operationen unterzogen oder Resektaten, die im Verlauf chirurgischer
Eingriffe im Rahmen von Tumoroperationen anfielen.
Alle durchgeführten Untersuchungen wurden von der Ethikkommission des Klinikums
der JWG-Universität Frankfurt am Main genehmigt (Geschäfts-Nr. 145/95). Detaillier-
te Informationen zu den untersuchten Patienten sind den entsprechenden Abschnit-
ten des Ergebnisteils zu entnehmen.A.Hennemann Material  und Methoden
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Abb.15: Fließschema der experimentellen Strategie zur Analyse von δ TCR- und IgH-
Rearrangements
Gewebebiopsien oder PBMC
RNA-Extraktion    —
Gesamt-RNA
reverse Transkription    —
   —
—
Polymerase-Kettenreaktion
unter Verwendung V- sowie C-spezifischer
Oligonukleotide
—
  direkte Subklonierung CDR3-Längenanalyse der PCR-Produkte
von   mittels PAGE
PCR-Produkten ￿￿
  polyklonal Repertoire oligoklonal
Reamplifikation einer Bande, die Reamplifikation einer
  multiple Transkripte enthält    dominanten Bande
(= 1 Transkript)
Klonierung in pBIISK
￿ Klonierung in T-Vektor
Transformation von E.coli
—
in vitro Reamplifikation der Insert-DNA direkte Sequenzierung
(Einzelklone dienen direkt als PCR
￿-Matrize)   dominanter Banden
—
Sequenzanalyse
doppelsträngige cDNA
PCR "forward-Primer"
"reverse-Primer"Material und Methoden A.Hennemann
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3.1.1 Gewebeaufschluß
Um eine Degradierung der RNA weitgehend auszuschließen, wurden die Biopsien
unmittelbar nach ihrer Entnahme in spezielle Kryoröhrchen (NUNC GmbH, Wiesba-
den) überführt und nach Inkubation in flüssigem Stickstoff bis zur weiteren Verwen-
dung bei -80
oC (Colora E80, HERAEUS INSTRUMENTS, Hanau) gelagert. Der mechani-
sche Aufschluß des tiefgefrorenen Materials erfolgte unter kontinuierlicher Kühlung
mittels elektrisch betriebener Glas/PTFE-Homogenisatoren (BRAUN, Melsungen)
sowie 1 bis 2 ml einer sauren, Guanidinisothiocyanat enthaltenden Phenollösung
(TRIzol
 Reagenz, LIFE  TECHNOLOGIES,
 Karlsruhe), wobei die Gewebeproben in
disperse Mischphasen überführt wurden. Die aus Vollblut isolierten mononukleären
Zellen (PBMC) wurden nach ihrer Anreicherung über einen Ficoll-Paque
-Gradienten
(vgl. 3.1.2) in jeweils 1 ml TRIzol
 Reagenz resuspendiert und analog zu den übrigen
Zellysaten bis zur Nukleinsäureextraktion bei minus 80
oC gelagert (Colora E80).
3.1.2 Dichtegradienten-Zentrifugation  zur  in vitro-Separation von PBMC
aus Vollblut
Parallel zu den Gewebeproben wurde allen Probanden 2 x 10 ml venöses Blut (S-
Monovette
/NH4-Heparin,  SARSTEDT, Nümbrecht) entnommen. Hieraus ließen sich
die peripheren Lymphozyten (PBL) mittels Ficoll-Paque
 ( AMERSHAM  PHARMACIA
BIOTECH, Freiburg) sowie einer mit niedriger RCF bei RT durchgeführten Dichtegra-
dientenzentrifugation (HETTICH ROTANA/TRC, Nierstein) mit ~ 50%iger Ausbeute an-
reichern. Das Verfahren beruht darauf, daß die Dichte der Lymphozyten niedriger als
diejenige von Granulo- und Erythrozyten liegt. Nach Überschichten von 5 ml Ficoll-
Paque
 mit 10 ml eines Vollblut/PBS-Gemisches (50 : 50) in einem 15 ml Falcon
-
Röhrchen (BECTON-DICKENSON  GmbH, Heidelberg) und 30minütiger Zentrifugation
bei 400 x g konnten die Lymphozyten aus der zwischen Blutplasma und geformtem
Gradienten lokalisierten Phasengrenzschicht isoliert werden (vgl. Abb.16).A.Hennemann Material  und Methoden
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Abb.16: Schema der Lymphozytenseparation aus heparinisiertem Vollblut
Ein nachfolgender Waschschritt mit 15 ml 1 x PBS DULBECCO’S (LIFE TECHNOLO-
GIES
) oder RPMI-1640 (GIBCO BRL, Karlsruhe) diente der Entfernung verbliebener
Thrombozyten. Die Methode erbrachte reproduzierbare Ausbeuten von ca. 2 x 10
7
mononukleären Zellen pro 10 ml venösem NH4-Heparin-Vollblut (vgl. 3.2.1).
3.2 Positive Selektion von B-Lymphozyten mittels CD19-spezifischer
Antikörperkonjugate
Das zur Zellseparation verwendete MiniMACS-System (MILTENYI  BIOTECH  GmbH,
Bergisch Gladbach) gestattete die positive Selektion von 10
3 - 10
7 B-Lymphozyten
mittels CD19-spezifischer, monoklonaler Antikörper (Isotyp: Maus-IgG1), die kovalent
an paramagnetische „MicroBeads“
3 gekoppelt waren. Nach Passage durch sterile
30  µm-Nylonsiebe (NUNC) konnten PBMC-Fraktionen, welche maximal 2 x 10
8
Einzelzellen enthielten zur direkten Markierung von B-Lymphozyten eingesetzt wer-
den, wobei pro 10
7 Gesamtzellen je 20 µl der „MicroBead“-Suspension benötigt
wurden. Die markierten CD19
+ Zellen ließen sich unter Verwendung spezieller MS
+
Säulen sowie eines Separators, der im wesentlichen aus einem Magneten hoher
Feldstärke bestand, vorübergehend an der Säulenmatrix fixieren, wogegen alle un-
markierten Zellen bei Flußraten von 450 µl x min
-1 eliminiert wurden. Nach Entfer-
nung des magnetischen Separators konnten die CD19-positiven B-Lymphozyten
mittels 4 ml eines geeigneten Puffers (1 x PBS, pH = 7,2 + 2 mM EDTA + 0,5% FCS,
LIFE TECHNOLOGIES
) von der Säule eluiert und nachfolgend quantifiziert werden.
                                                          
3  aus Eisenoxid und Polysacchariden bestehende Kügelchen von ca. 50 nm ∅
Plasma
Lymphozyten + Thrombozyten
Ficoll-Paque

Granulozyten + ErythrozytenMaterial und Methoden A.Hennemann
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3.2.1 Quantifizierung von B- und T-Lymphozyten
Der in der Literatur dokumentierte klinische Normalwert beträgt für CD45-positive
Lymphozyten 0,9 - 5,2 Zellen x nl
-1 ( ), was im arithmetischen Mittel 3 x 10
9 Zellen
pro Liter Vollblut entspricht.
Mittels Ficoll-Paque
 (vgl. 3.1.2) angereicherte PBMC bzw. die unter Verwendung
des MiniMACS-Systems separierten CD19
+ Lymphozyten wurden zunächst in ange-
messenen Volumina 1 x PBS-Puffer (+ 2% FCS) resuspendiert. Den Suspensionen
wurden Testaliquots von 10 µl entnommen, diese im Verhältnis von 1 : 10 mit 4%iger
Trypanblaulösung (LIFE TECHNOLOGIES
) versetzt und die Zellzahl mit Hilfe einer Neu-
bauer-Kammer (SUPERIOR, Marienfeld) mikroskopisch ermittelt (Axiovert 135, CARL
ZEISS, Jena). Der erhaltene Wert wurde durch die Anzahl der Quadranten (= 4)
dividiert, mit den Faktoren 10
4 und 10
1 (= Verdünnung infolge Färbung) sowie 50
bzw. 4 (entsprechend dem jeweiligen Puffervolumen) multipliziert. Die zur Anreiche-
rung von PBL durchgeführten Dichtegradientenzentrifugationen erbrachten reprodu-
zierbare Ausbeuten von 2 x 10
7 PBMC pro 10 ml Vollblut (NH4-Heparin), wobei der
Anteil von CD19
+ B-Lymphozyten < 3% lag.
Die folgenden Werte entsprechen den Resultaten von Untersuchungen, welche an
zwei gesunden Kontrollpersonen (K1 bzw. K2) unter Verwendung von jeweils 6 x 8
ml venösem (NH4-Heparin) Blut vorgenommen wurden:
Tab.3: Quantifizierung von PBMC und CD19-positiven Lymphozyten anhand gesunder
Probanden*
Person Geburts-
datum
Geschlecht PBMC in 4
Quadranten
PBMC
gesamt
CD19
+ PBMC in
4 Quadranten
CD19
+ PBMC
gesamt
K1 1964 m 77 9,6 x 10
7
(= 100%)
27 2,7 x 10
6
(= 2,8%)
K2 1969 w 76 9,5 x 10
7
(= 100%)
26 2,6 x 10
6
(= 2,7%)
* Bei den genannten Zellzahlen handelt es sich um Durchschittswerte experimentell ermit-
telter Daten, die prinzipiell einer gewissen Schwankungsbreite unterliegen, da niemals
sämtliche B-Lymphozyten markiert werden. Außerdem sind die im Rahmen der Anreiche-
rung auftretenden Verluste zu berücksichtigen.A.Hennemann Material  und Methoden
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3.2.2 Bestimmung der in RT-Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzten
Zellzahlen
Insbesondere bei Rezeptoranalysen quantitativ unterrepräsentierter humaner Im-
munglobulinfamilien (z.B. VH6) mußte ausgeschlossen werden, daß der durch die
PAGE (vgl. 3.7) befundete Klonalitätsgrad des Repertoires von der absoluten Menge
an Matrizen-DNA abhing. Um den Sättigungsbereich von Polymerase-Kettenreak-
tionen bezüglich der DNA-„Template“mengen einzugrenzen, wurden Kontrollexperi-
mente unter Verwendung definierter Zellzahlen durchgeführt. Die quantitative Bezie-
hung zwischen dem in Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzten Volumen an
cDNA und der hiermit korrelierenden Anzahl von B- oder T-Lymphozyten ließ sich
analog zum folgenden Beispiel ableiten:
Unter Einsatz des MiniMACS-Systems wurden im Fall der Kontrollperson K2 zirka
2,6 x 10
6 CD19-positive Lymphozyten aus 48 ml Vollblut gewonnen (vgl. 3.2.1). Die
hieraus extrahierte Gesamt-RNA wurde in 25 µl DEPC-H20 aufgenommen. Demzu-
folge war 1 µl der entsprechenden Nukleinsäurepräparation  äquivalent zur RNA-
Menge aus
2,6 x 10
6 : 25 = 1,0 x 10
5 Zellen.
Im Zuge der Reversen Transkription wurden 8 µl dieser RNA-Präparation verwendet,
wobei das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes 20 µl betrug. Deshalb entsprach
1 µl der synthetisierten cDNA
1,0 x 10
5 x  8 = 8,3 x 10
5
8,3 x 10
5 : 20 = 4,2 x 10
4 Zellen.
Für IgVH2- und IgVH3-spezifische Polymerase-Kettenreaktionen wurden jeweils 2 µl
der cDNA-Matrize eingesetzt. Diese repräsentierten demzufolge das Resultat aus
4,2 x 10
4 x  2 = 8,3 x 10
4 Zellen.
Im Falle IgVH6-spezifischer PCRs wurden dagegen 5 µl der entsprechenden cDNA-
Präparation verwendet. Folglich korrelierten diese mit dem Einsatz von
4,2 x 10
4 x  5 = 2,1 x 10
5 Zellen.Material und Methoden A.Hennemann
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3.3 Isolierung zellulärer Gesamt-RNA
Die Extraktion von Gesamt-RNA bildete eine grundlegende Voraussetzung zur mole-
kularbiologischen Charakterisierung von δ-Ketten- und IgH-Transkripten, wobei die
Technik prinzipiell auf der von CHOMCZYNSKI und SACCHI etablierten Methode basier-
te (220):
Zunächst wurden die in je 1 ml TRIzol
 resuspendierten Zellhomogenate (Biopsien
oder PBMC) zur Auflösung der Nukleoproteinkomplexe 5 min bei RT inkubiert, an-
schließend 200 µl Chloroform (SIGMA, Deisenhofen) zugesetzt und beide Phasen
durch kräftiges Schütteln (15 s) vollständig homogenisiert. Nach 15minütiger Zentri-
fugation bei 10.700 x g (+4
oC, HETTICH Micro 22R) ließ sich die wäßrige Oberphase
abtrennen und die in ihr befindliche Gesamt-RNA durch Zugabe von 500 µl 2-Propa-
nol (SIGMA) präzipitieren. Die organische Unterphase, welche neben denaturierten
Proteinen die gesamte zelluläre DNA enthielt wurde für nachfolgende Untersuchun-
gen bei -80
oC aufbewahrt. Das RNA-Präzipitat wurde durch 10minütige Zentrifuga-
tion bei 10.700 x g (+4
oC) sedimentiert und nach Entfernung anorganischer Salze
mittels 1,3 ml 70%igem Ethanol (MERCK, Darmstadt) getrocknet.
Entsprechend der jeweiligen Nukleinsäureausbeute bzw. der Menge aufgeschlosse-
nen Gewebes wurden die RNA-Präzipitate in 25 - 50 µl RNAse-freiem DEPC-H20
(CARL ROTH GmbH, Karlsruhe) aufgenommen und 10 Minuten bei 55 - 60
oC inkubiert
(Thermomixer 5436  EPPENDORF, Hamburg). Photometrische Vermessungen der
wässrigen RNA-Lösungen erbrachten A260/A280-Quotienten zwischen 1,6 und 1,8
(HITACHI U-2000 Spectrophotometer, Eschborn). RNA-Präparationen wurden grund-
sätzlich bei -80
oC aufbewahrt (Colora E80).
Die Nukleinsäurekonzentrationen der RNA-Extraktionen ließen sich alternativ unter
Verwendung entsprechender Standards (GIBCO BRL) auf elektrophoretischem Wege
bestimmen, was gleichzeitig eine Qualitätssicherung der Präparationen ermöglichte.
Die hierzu eingesetzten 1%igen Agarosegele enthielten neben 4 - 12% (v/v) einer
37%igen Methanallösung (MERCK) zusätzlich 25 ppm EtBr (APPLICHEM, Darmstadt).A.Hennemann Material  und Methoden
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0,5 - 1 µl-Aliquots der RNA-Präparationen wurden in 10 µl RNAse-freiem DEPC-H20
(CARL ROTH) aufgenommen, 3 µl Probenpuffer (11,5 mM Tris/HCl, pH = 8,0 + 62,5
mM Na2-EDTA + 0,05% Bromphenolblau/Xylencyanol, 50% v/v 1-, 2-, 3-Propantriol)
zugesetzt und bei einer Spannung von 100 V (PHARMACIA BIOTECH) in 0,5 x TBE-
Puffer (45 mM Tris, pH = 8,3 + 45 mM H3BO3 + 1 mM EDTA, alle SIGMA) aufgetrennt.
Um einer autokatalytischen Hydrolyse zu begegnen, betrug die Auftrennungsdauer
für RNA maximal 30 Minuten.
Durch Anregung der in die Nukleinsäure interkalierten EtBr-Moleküle mit UV-Licht
der Wellenlänge λ = 312 nm (Fluo.Link TFL-20M, BIOMETRA, Göttingen) ließ sich das
Resultat der Auftrennung photographisch dokumentieren (POLAROID F OTODYNE
/
POLAROID 667). Üblicherweise lag die aus einer Mukosabiopsie isolierte RNA-Menge
im Bereich von 10 - 20 µg. Neben der Konzentrationsbestimmung ließ die elektro-
phoretische Auftrennung auch Rückschlüsse auf die Qualität der Nukleinsäureprä-
paration zu, da intakte Gesamt-RNA typischerweise Fraktionierungen im Größen-
bereich von ~ 5 kb sowie 2 kb, entsprechend der 28 S bzw. der 18 S rRNA aufweist:
Abb.17: Größenfraktionierung zellulärer Gesamt-RNA in der elektrophoretischen
Auftrennung
3.4 Extraktion genomischer DNA
Nach Isolierung der Gesamt-RNA ließ sich die innerhalb der organischen Phase be-
findliche genomische DNA durch Zugabe von 300 µl 100%igem Ethanol (SIGMA) pro
ml eingesetztem TRIzol
 präzipitieren und mittels anschließender 5minütiger Zentri-
fugation bei maximal 2.000 x g (+4
oC, HETTICH Micro 22R) sedimentieren. Zur Elimi-
nierung anorganischer Salze wurde das DNA-„Pellet“ nachfolgend 2 x mit 1 ml 100
mM tri-Natriumzitrat (in 10% EtOH) gewaschen, wobei die Inkubationszeit jeweils 30
28 S - rRNA
18 S - rRNAMaterial und Methoden A.Hennemann
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Minuten betrug. Die sedimentierte, getrocknete DNA konnte zwecks weiterer Ver-
wendung in DEPC-H2O (alternativ 8 mM NaOH) gelöst werden, wobei die Konzentra-
tionsbestimmung entweder photometrisch
4 oder auf elektrophoretischem Wege
erfolgte.
3.5 Reverse Transkription von RNA (cDNA-Synthese)
Mittels rekombinanter MMLV-reverser Transkriptase (SuperScript
 II, LIFE TECHNOLO-
GIES
) sowie kurzer pd (T)12-18-Oligonukleotide (AMERSHAM  PHARMACIA  BIOTECH)
konnte der polyadenylierte mRNA-Anteil in vitro in korrespondierende cDNA umge-
schrieben werden, welche in allen nachfolgenden Polymerase-Kettenreaktionen (vgl.
3.6) als Matrizenmolekül fungierte. Generell fand die Reverse Transkription unter
Einsatz von 1 - 2 µg Gesamt-RNA in einem Reaktionsvolumen von 20 µl statt. Nach
thermischer Denaturierung der RNA wurde jedem RT-Ansatz 8 µl eines speziellen
„Master-Mix“ hinzugefügt, welcher alle erforderlichen Reaktionskomponenten inklusi-
ve des Enzyms enthielt. Die cDNA-Synthese erfolgte während eines 60minütigen
Inkubationsintervalls bei 40
oC unter Einsatz eines Thermal„cyklers“ (Cetus 480
, PE
APPLIED  BIOSYSTEMS, Weiterstadt), wobei sich alle Reaktionsparameter bezüglich
Nukleotidkonzentration sowie eingesetzter Aktivität an den Empfehlungen des
Enzymherstellers orientierten:
chemische Parameter physikalische Parameter
Gesamt-RNA  1 - 5 	g6 5
o C1 0 ’  Denaturierung der RNA
SuperScript
¥ II   200 U
5   0
o C1 0 ’  Zugabe von MMLV-RT
5’-pd (T)12-18-3’   100 ng 40
o C6 0 ’  cDNA-Synthesephase
dNTP     50 	M (pro Nukleotid) 75
o C1 5 ’  Enzyminaktivierung
DTT     10 mM   4
o C  

KCl     75 mM
MgCl2  3m M
Tris-/HCl pH = 8,3 (20
oC)     50 mM
Die Effizienz der reversen Transkription von RNA, welche in doppelsträngigen DNA-
Molekülen resultierte, ließ sich aufgrund von Test-Polymerase-Kettenreaktionen
unter Verwendung interner Standards, d.h. cDNA-Matrizenpräparationen bekannter
Eigenschaften beurteilen.
                                                          
4  eine A260-Einheit entspricht 50 µg dsDNA x ml
-1
5  Ein Unit (U) definiert diejenige RT-Aktivität, welche 1 nmol dNTP innerhalb von 10 Minuten bei einer Inkubationstemperatur von 37
oC unter
Verwendung von oligo-(dT)25 in TCA-präzipitierbare DNA überführt.A.Hennemann Material  und Methoden
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3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR
)
Symmetrische Polymerase-Kettenreaktionen unter Einsatz von 100 ng doppelsträngi-
ger cDNA oder chromosomaler Gesamt-DNA als Matrize bildeten einen zentralen ex-
perimentellen Ansatz der molekularbiologischen Analyse von δ TCR- und IgVH-
Repertoires.  Üblicherweise wurden Standard-Polymerase-Kettenreaktionen mit 35
bis 39 Zyklen gefahren. Den kritischsten Reaktionsparameter bildete die Wahl der
Hybridisierungstemperatur, da diese unmittelbaren Einfluß auf die Stringenz der
Reaktion bzw. die Spezifität der PCR-Produkte besaß. Polymerase-Kettenreaktionen
wurden generell in einem Reaktionsvolumen von 100 µl unter Verwendung der
Thermalcykler Cetus 480
, GeneAmp
 PCR Systeme 2400, 9600 bzw. 9700, (alle PE
APPLIED BIOSYSTEMS, Weiterstadt) durchgeführt.
Zur in vitro Amplifikation humaner -Kettentranskripte von γ/δ TCR kamen folgende
Oligonukleotide (EUROGENTEC GERMANY, Darmstadt) zum Einsatz:
 TCR PCR - „Primer“  Matrize = RNA (cDNA)
TCRDV1 5‘ CAG CCT TAC AGC TAG AAG ATT CAG C 3‘ Tm = 74
oC
6
TCRDV2 5‘ GCA CCA TCA GAG AGA GAT GAA GGG 3‘ Tm =  74
oC
TCRDV3 5‘ TCA CTT GGT GAT CTC TCC AGT AAG G 3‘ Tm =  74
oC
TCRDC1 5‘ AAA CGG ATG GTT TGG TAT GAG GC 3‘ Tm =  68
oC
 TCR Klonierungs - „Primer“ (enthalten Erkennungssequenzen für SalI bzw. NotI)
DV1-CLONE 5‘ ATA AGT CGA CCT GTA TGA AAC AAG TTG GTG G 3‘
SalI
DV2-CLONE 5‘ ATA AGT CGA CCA CCC TCA GGT GCT CCA TGA A 3‘
SalI
DV3-CLONE 5‘ ATA AGT CGA CTG GTA CTG CTC TGC ACT TAC G 3‘
SalI
TCRDC2 5‘ TTA TGA ATG CGG CCG CTC TGT TAT CTT CTT GGA TGA CAC G 3‘
NotI
                                                          
6  entsprechend der 2
oC (A/T) + 4
oC (G/C) - RegelMaterial und Methoden A.Hennemann
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 TCR Intron - „Primer“  Matrize = chromosomale DNA
JD1-DNA 5‘ CCT TAG ATG GAG GAT GCC TTA ACC 3‘ Tm =  72
oC
JD3-DNA 5‘ CAG TGC CAG GAC TCA AAT TAT CCC 3‘ Tm =  72
oC
 TCR Sequenzierungs - „Primer“
TCR-Seq 5‘ AAC GGA TGG TTT GGT ATG 3‘ Tm =  52
oC
Zur Analyse der CDR3-Domänen humaner Immunglobulin-Schwerkettentranskripte
fanden folgende Oligonukleotide (MWG AG BIOTECH, Ebersberg) Verwendung:
IgH PCR - „Primer“  Matrize = RNA (cDNA)
VH1-SHORT 5‘ ATG GAG CTG AGC AGC CTG AGA TC 3‘ Tm =  72
oC
VH2-SHORT 5‘ ATG ACC AAC ATG GAC CCT GTG G 3‘ Tm =  68
oC
VH3-SHORT 5‘ TGT ATC TGC AAA TGA ACA GCC TG 3‘ Tm =  66
oC
VH4-SHORT 5‘ AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG C 3‘ Tm =  66
oC
VH5-SHORT 5‘ TGG AGC AGC CTG AAG GCC TCG 3‘ Tm =  70
oC
VH6-SHORT 5‘ AAG TCG AAT AAC CAT CAA CCC AG 3‘ Tm =  66
oC
VH7-SHORT 5‘ TTG GAC ACC TCT GTC AGC ACG G 3‘ Tm =  70
oC
Cα 5‘ CTC AGC GGG AAG ACC TTG GG 3‘ Tm =  66
oC
Cµ 5‘ ACG AGG GGG AAA AGG GTT GGG G 3‘ Tm =  72
oC
IgVH Klonierungs - „Primer“ (variable Region; sie enthalten die Erkennungssequenz für SalI)
VH1-CLONE 5‘ ATA AGT CGA CAT GGA GCT GAG CAG CCT GAG ATC 3‘
SalI
VH2-CLONE 5‘ ATA AGT CGA CAT GAC CAA CAT GGA CCC TGT GG 3‘
SalI
VH3-CLONE 5‘ ATA AGT CGA CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG 3‘
SalI
VH4-CLONE 5‘ ATA AGT CGA CAA GAA CCA GTT CTC CCT GAA GC 3‘
SalI
VH5-CLONE 5‘ ATA AGT CGA CTG GAG CAG CCT GAA GGC CTC G 3‘
SalI
VH6-CLONE 5‘ ATA AGT CGA CAA GTC GAA TAA CCA TCA ACC CAG 3‘
SalIA.Hennemann Material  und Methoden
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IgH Klonierungs - „Primer“ (konstante Region; sie enthalten die Erkennungssequenz für NotI)
Cα-CLONE 5‘ TTA TGA ATG CGG CCG CCT CAG CGG GAA GAC CTT GGG 3‘
NotI
Cµ-CLONE 5‘ TTA TGA ATG CGG CCG CAC GAG GGG GAA AAG GGT TGG GG  3‘
NotI
IgH Sequenzierungs - „Primer“ (konstante Region)
Cα-Seq 5‘ TCA GCG GGA AGA CCT TG 3‘ Tm =   54
oC
Alle aufgeführten IgVH-spezifischen Oligonukleotide wurden anhand von DNA-„Align-
ments“ abgeleitet und erlaubten die Vervielfältigung der meisten Mitglieder einer Genfa-
milie. Prinzipiell konnten mittels dieses Ansatzes nicht sämtliche Transkripte großer VH-
Familien simultan amplifiziert werden, da somatische Hypermutationen innerhalb des
3‘-Terminus' der VH-Domänen potentiell mit der Hybridisierung derartiger Konsensus-
„Primer“ interferieren. Bezüglich der IgA-Transkripte befand sich der 3‘-terminale Kon-
stant-„Primer“ innerhalb eines konservierten DNA-Bereiches, welcher sowohl in der
Cα1- als auch der Cα2-Region vorliegt (221). Demzufolge resultierten IgA-spezifische
Polymerase-Kettenreaktionen gleichermaßen in der Vervielfältigung von IgA1- sowie
IgA2-Transkripten. Die Cα- und Cµ-„Primer“ wurden so „konstruiert“, daß die Distanz
zwischen ihren 3‘-Termini und dem Carboxy-Terminus der JH-Region konstant war.
3.6.1 Automatisierter „Hot-Start“ mittels AmpliTaq Gold
¥ DNA Polymerase
Um die Stringenz der Polymerase-Kettenreaktionen zu optimieren, wurde die rekom-
binante Taq DNA Polymerase (= DNA Desoxynukleotidyltransferase, EC 2.7.7.7 aus
Thermus aquaticus, BOEHRINGER, Mannheim) nach erfolgter thermischer Denaturie-
rung der Matrize bei einer Temperatur, die > 10
oC über den Tm-Werten der jeweiligen
Oligonukleotide lag, manuell zugesetzt. Dieses Verfahren erwies sich bezüglich des
Ausschlusses unspezifischer PCR-Produkte als effizient, barg jedoch die Gefahr von
Kreuzkontaminationen.
Bei der später ausschließlich verwendeten AmpliTaq Gold
 DNA Polymerase (PE
APPLIED BIOSYSTEMS) handelte es sich um eine chemisch modifizierte Form des ther-
mostabilen Enzyms aus Thermus aquaticus, die bei RT keine enzymatische Aktivität
aufwies. Ihre Aktivierung erfolgte erst während der initialen 10minütigen Matrizen-Material und Methoden A.Hennemann
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denaturierung, d.h. bei Temperaturen > 90
oC. Aufgrund dieser Eigenschaft konnte
die genannte DNA Polymerase unmittelbar dem Mastermix zugesetzt werden, der
somit - abgesehen von der Matrizen-DNA - sämtliche für Polymerase-Kettenreaktio-
nen benötigten Komponenten enthielt, was die Kreuzkontaminationsgefahr drastisch
reduzierte. Die mittels AmpliTaq Gold
 Polymerase erhaltenen Resultate entspra-
chen in qualitativer und quantitativer Hinsicht denjenigen, welche bei Einsatz des
„konventionellen“ Enzyms erzielt wurden. Standard-PCR Ansätze entsprachen den
Vorgaben der jeweiligen Enzymhersteller und wiesen folgende Parameter auf:
chemische Parameter physikalische Parameter
Matrizen-DNA   100   ng 95
o C1 0 ’   initiale Denaturierung
Taq DNA-Polymerase  2,5 U
7
„forward“-Primer     25   pmol 95
o C4 0 ’’  Denaturierung der DNA
„reverse“-Primer     25   pmol 61
o C5 0 ’’  Primer-Hybridisierung
dNTP   150   	M  (pro Nukleotid) 72
o C6 0 ’’  DNA-Synthesephase
KCl     50    mM
MgCl2  1,5 mM 72
o C1 0 ’   terminale DNA-Synthese
Tris-/HCl pH = 8,3 (20
oC)     10   mM   4
o C  

Üblicherweise lag die Synthesefehlerrate der Taq DNA Polymerase - bezogen auf
die durchschnittliche Mutationsfrequenz pro Base und durchlaufenem Reaktions-
zyklus - in der Größenordnung von 8 x 10
-6 (Herstellerangabe).
3.6.2 Agarose-Flachbettgelelektrophorese zur analytischen Auftrennung
von PCR-Produkten
Erste Analysen der 0,15 - 0,25 kb großen PCR-Produkte wurden durch elektrophore-
tische Auftrennung unter Einsatz von Agarosegelen vorgenommen, welche 2 g des
komplexen Polysaccharids (BIOZYM, Hess. Oldendorf) in 100 ml 1 x TBE-Puffer
(89 mM Tris, pH = 8,3 + 89 mM H3BO3 + 2 mM EDTA, alle SIGMA) sowie 2,5 ppm EtBr
(APPLICHEM) enthielten. Die aus 15 µl PCR-Probe und 5 µl Probenpuffer (11,5 mM
Tris-/HCl, pH = 8,0 + 62,5 mM Na2-EDTA + 0,05% Bromphenolblau/Xylencyanol, 50%
v/v Glycerin) bestehenden Testansätze wurden mit Feldstärken von 5 - 8 V x cm
-1
(Consort E443/E835, FRÖBEL LABORTECHNIK, Wasserburg) aufgetrennt. Bei einer an-
gelegten Spannung von 120 V benötigte die Fragmentmigration über die 15 cm lange
Trennstrecke durchschnittlich 85 min.
                                                          
7  Ein Unit (U) definiert diejenige DNA Polymeraseaktivität, welche 10 nmol dNTP innerhalb von 30 Minuten bei einer Inkubationstemperatur von
74
oC in TCA-präzipitierbare DNA überführt.A.Hennemann Material  und Methoden
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Zur Detektion der in die DNA interkalierten EtBr-Moleküle wurde die Gelmatrix an-
schließend auf einem Transilluminator (Fluo.Link TFL-20M, BIOMETRA) mit hochener-
getischem
8 UV-Licht der Wellenlänge λ = 312 nm bestrahlt. Mit Hilfe einer speziellen
photographischen Einrichtung (POLAROID FOTODYNE
/POLAROID 667) konnten die im
sichtbaren Spektralbereich (Emax. = 590 nm) emittierten Signale dokumentiert werden,
wobei die Nachweisgrenze des Systems im Bereich von 25 ng DNA pro Auftren-
nungsspur lag. Als Größenstandard diente 1 µg einer synthetischen 100 bp DNA-
„Leiter“ (LIFE TECHNOLOGIES
), welche 15 Klassen von „blunt-end“ DNA-Fragmenten
im Längenbereich zwischen 0,1 und 1,5 kb enthielt.
3.7 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
Im Vergleich zur Agarose-Gelelektrophorese erlaubten Polyacrylamid-Gelelektropho-
resen unter Verwendung 6%iger, denaturierender DNA-Sequenziergele deutlich ex-
aktere Längenauftrennungen multipler PCR-Produkte. Das extreme Auflösungsver-
mögen der PAGE gestattete Separierungen von DNA-Fragmenten, deren Längen le-
diglich um ein Nukleotid voneinander differierten. Zudem lag die Sensitivität dieses
Systems mit ~ 1 ng DNA pro Auftrennungsspur gegenüber EtBr-gefärbten Agarose-
gelen annähernd um den Faktor 30 höher.
Das vertikale BaseAce
-Sequenziergerät (STRATAGENE) erforderte eine manuelle
Herstellung der Polyacrylamidgele. Ein Liter gebrauchsfertiger 6%iger Polyacrylamid-
lösung enthielt neben 150 ml 40%iger (19 : 1) Acrylamid-/Bisacrylamidlösung (Roti-
phorese Gel 40,
 ROTH) 7 mol Kohlensäurediamid (APPLICHEM) in 350 ml HPLC-H20
(MALLINCKRODT BAKER, Griesheim) sowie 100 ml 10 x TBE-Stammlösung (890 mM
Tris, pH = 8,3 + 890 mM H3BO3 + 10 mM EDTA). Zur Herstellung einer denaturieren-
den Trennmatrix wurden 80 ml der 6%igen Polyacrylamidlösung mit 800 µl 10%iger
APS-Lösung (APPLICHEM) sowie 14 µl TEMED (FLUKA) versetzt und in eine aus zwei
Glasplatten unterschiedlicher Länge bestehende, 30 x 40 cm messende „Sandwich“-
Konstruktion (STRATAGENE) gefüllt. Nach 3minütiger thermischer Denaturierung bei
97
oC wurden 2,5 - 4 µl-Aliquots der aus je 7 µl PCR-Probe sowie 5 µl Puffer (80%
Formamid + 10 mM NaOH + 0,05% Bromphenolblau/Xylencyanol, alle SIGMA) beste-
henden Testansätze in die 64 Rechteckkammern pipettiert.
                                                          
8  500 mW x cm
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Polyacrylamid-Gelelektrophoresen erforderten Spannungen zwischen 1,6 und 1,8 kV
(Power Pac 3000,  BIO-RAD M ünchen), wobei die Fragmentmigration über eine
effektive Trennstrecke von 30 cm in Abhängigkeit von der Umgebungstemperatur
zwischen 120 und 180 Minuten benötigte. Sobald sich die Xylencyanol-Lauffront dem
anodischen Gelende auf eine Distanz von 8 - 10 cm näherte, wurde die Stromzufuhr
unterbrochen und die DNA-Fragmente durch Silberfärbung gemäß Vorschrift des
Silver Sequence
 DNA Sequencing Systems (PROMEGA DEUTSCHLAND, Mannheim)
sichtbar gemacht. Im Gegensatz zu radioaktiven Verfahren unter Verwendung 
32P-
bzw. 
35S-markierter Oligonukleotide gestatteten Silberfärbungen direkte Isolierungen
von Einzelbanden unter Sichtkontrolle; zudem war deren Darstellung überaus präzi-
se, da keine Signalstreuung stattfand.
Sequenzanalysen zeigten, daß sich die Längen intestinaler δ-Transkripte exakt um 3
Basenpaare voneinander unterschieden was darauf beruhte, daß die Mehrzahl aller
Transkripe im korrekten Leseraster vorlag und somit potentiell in funktionelle Rezep-
toren translatiert werden konnte. Die Intensität einzelner Banden korrelierte mit den
Expressionsstärken der entsprechenden Transkripte, was eine Identifizierung domi-
nanter Rezeptoren erlaubte. Polyklonale Rezeptor Repertoires waren im „CDR3-
Spectratyping“ dadurch gekennzeichnet, daß die relative Häufigkeit eines Transkrip-
tes gegebener Länge einer Normalverteilungskurve folgte, wobei Banden mittlerer
Länge quantitativ dominierten. Demgegenüber zeichneten sich oligoklonale Repertoi-
res, welche auf Expansionen bestimmter Rezeptoren beruhten dadurch aus, daß kei-
ne Gauß‘sche Korrelation zwischen Länge und relativer Häufigkeit eines Transkriptes
bestand (vgl. Abb.18).
Das „CDR3-Spectratyping“ ermöglichte nicht nur qualitative Beurteilungen von Ex-
pressionsmustern; vielmehr ließen sich interessierende Fragmente aus der Gelmatrix
isolieren und deren Nukleotidabfolgen nach direkter Sequenzierung oder Subklonie-
rung (vgl. 3.8 f.f.) miteinander vergleichen.A.Hennemann Material  und Methoden
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Abb.18: Poly- und oligoklonale CDR3-Profile in der denaturierenden PAGE
3.7.1 Dokumentation der PAGE
Nach dem Trocknen der Gelmatrix konnten die silbergefärbten DNA-Banden unter
Verwendung eines speziellen APC
9-Positivfilms (Typopaque TR-Do 18, TYPON GRA-
PHIC SYSTEMS AG, Burgdorf, CH) sowie einer hierauf abgestimmten Belichtungsein-
heit (prolite5000, KAISER FOTOTECHNIK, Buchen) permanent dokumentiert werden. In
Abhängigkeit vom jeweiligen Hintergrund sowie der Bandenintensität variierten die
Expositionszeiten zwischen 16 und 25 Sekunden, wobei sich Belichtungsintervalle
von 2 Sekunden als optimal erwiesen. Die Entwicklung der photographischen Emul-
sion erfolgte innerhalb von 90 s mittels eines vollautomatischen Prozessorsystems
(Cronex T5A, DUPONT DE NEMOURS, Neu-Isenburg).
Für Publikationszwecke wurden die photographischen Abbildungen digitalisiert (Snap
Scan600/Foto Look,
 AGFA-GEVAERT, Mortsel, NL) und die entsprechenden TIFF-
Dateien nach Import in die PC-Programme MICROSOFT
 Photoeditor
 3.0 sowie MS
PowerPoint
 97 den jeweiligen Erfordernissen angeglichen.
                                                          
9  automatic processor compatible
polyklonal oligoklonal
  CDR3-Länge    CDR3-LängeMaterial und Methoden A.Hennemann
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3.8 Subklonierung von Rezeptortranskripten
3.8.1 Isolierung und Reamplifikation definierter DNA-Fragmente
Nach photographischer Dokumentation der PAGE wurden ausgewählte dominante
DNA-Banden, deren Nukleotidsequenzen bestimmt werden sollten aus der Gelmatrix
isoliert und das Material in jeweils 50 µl HPLC-H20 (MALLINCKRODT BAKER) überführt.
Reamplifikationen der eluierten Banden, welche unter Einsatz von je 2 µl Fragment-
präparation als PCR-Matrize stattfanden, wurden nachfolgend mittels Agarosegel-
elektrophorese validiert. Die direkte Sequenzierung singulärer Banden erbrachte in
ca. 50% aller Fälle keine lesbare Nukleotidsequenz was ursächlich darauf beruhte,
daß innerhalb einer isolierten Bande multiple Transkripte identischer Länge, jedoch
divergenter Basenabfolgen vorlagen. In diesem Fall mußten die DNA-Banden vor
ihrer Sequenzierung zunächst subkloniert werden.
3.8.2 Subklonierung von Rezeptortranskripten definierter CDR3-Länge
Wie unter Punkt 3.8.1 angedeutet, waren die Nukleotidsequenzen einzelner Banden
im Falle polyklonaler Expressionsmuster oftmals nicht direkt bestimmbar.
Um innerhalb einer Bande vorliegende multiple Rezeptortranskripte voneinander zu
separieren, bot sich deren Subklonierung unter Verwendung spezieller Vektorsyste-
me (pBIISK
 oder pCR
2.1) an. Nach der Ligation modifizierter PCR-Produkte (vgl.
3.8.6) mit linearisierten Klonierungsvektoren ließen sich die rekombinanten Produkte
in äquivalente prokaryontische Rezipienten einschleusen und positive Transforman-
ten mittels geeigneter Detektionssysteme identifizieren. Einzelkolonien transformier-
ter E.coli-Klone konnten anschließend unmittelbar als Matrize für Polymerase-Ketten-
reaktionen eingesetzt werden, die zur weiteren Vervielfältigung der „Insert“-DNA
dienten. Die Basenabfolgen derart erhaltener PCR-Produkte wurden wie unter Ab-
schnitt 3.9 f.f. beschrieben bestimmt.A.Hennemann Material  und Methoden
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3.8.3 Das pBluescript
￿ II Phagemid-Vektorsystem
Abb.19: Karte des Klonierungsvektors pBluescript
 II SK (+/-) (STRATAGENE)
Bei dem Vektor pBluescript
 II SK (+/-) (STRATAGENE, GenBank
 # X52382) handelt
es sich um ein 2,96 kb großes pUC19-Derivat, das aufgrund seines artifiziellen
„Polylinkers“ (mcs) in vitro-Rekombinationen mit entsprechend restringierten Insert-
molekülen erlaubt (vgl. Abb.19). Unter Nutzung dieses Klonierungssystems bietet
sich die Verwendung des hierauf abgestimmten E.coli-Stammes Epicurian Coli
 XL1-
Blue (STRATAGENE) an, welcher folgenden Genotyp aufweist:
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 [F‘ proAB lacI
qlacZM15 Tn10 (Tet
r)]
XL1-Blue verfügt unter anderem über ein F‘-Episom, welches für eine N-terminal
deletierte (AS 11 - 41), enzymatisch inaktive  β-Galaktosidase kodiert (lacZ∆M15).
Transformationen mit pUC19-Derivaten führen infolge der Koexpression von wirtsko-
diertem C-Terminus sowie plasmidkodiertem N-Terminus zur trans-Aktivierung des
Enzyms (α-Komplementation), was eine blau/weiß-Selektion rekombinanter Organis-
men in Anwesenheit synthetischer Substrate (X-Gal) ermöglicht. Gegenüber dem
T-Vektorsystem (vgl. 3.8.5) weisen Klonierungen unter Verwendung des pBluescript

II Phagemids (STRATAGENE) den Vorzug definierter Insertorientierungen auf, erfor-
dern jedoch den Einsatz speziell konstruierter Klonierungs-„Primer“ bzw. entspre-
chend restringierter PCR-Produkte (vgl. 3.8.4). Neben dem methodisch höheren Auf-
wand impliziert die Verwendung von Klonierungs-„Primern“ zudem potentiellMaterial und Methoden A.Hennemann
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Interferenzen zwischen den artifiziellen Schnittstellen und der Matrizen-DNA, wobei
der Einfluß beeinträchtigter Bindungscharakteristiken auf die Untersuchungsresultate
insbesondere im Fall von IgH-Transkripten kaum einschätzbar ist.
3.8.4 DNA-Restriktionsverdaus
Die für Klonierungen in pBIISK
 verwendeten PCR-„Primer“ (vgl. 3.6) wiesen artifi-
zielle palindromische Erkennungssequenzen für die Typ II-Restriktionsendonukle-
asen  NotI (aus Nocardia  otitidis  cavarum) bzw. SalI (aus Streptomyces  albus G,
beide NEW ENGLAND BIOLABS
Inc., Schwalbach) auf. Aufgrund bestehender Kompati-
bilität beider benötigter Puffersysteme wurden sowohl die PCR-Produkte als auch der
Vektor Doppelverdaus unterzogen, wobei die Restriktionsansätze Gesamtvolumina von
100 µl besaßen und folgende Komponenten enthielten:
Insert-DNA Vektor-DNA
PCR-Produkt  1 - 2   	g pBluescript
￿ II SK (+) 1  	g
NotI 2   U
10 dto.
SalI 4   U
BSA     10   	g
DTT  1   mM
MgCl2     10   mM
NaCl   150   mM
Tris-/HCl pH = 7,9 (25
oC)     10   mM
Alle Restriktionsansätze wurden 16 h im Zellkulturschrank (BB 6220,  HERAEUS
INSTRUMENTS) bei einer Temperatur von 37
oC inkubiert.
3.8.5 Das „T-Vektor“-Klonierungssystem
Unter Verwendung des „Original TA Cloning
 Kits“ (INVITROGEN
 BV, CH Groningen,
NL) ließen sich auch mittels Standard„primern“ synthetisierte PCR-Produkte ohne
weitere Vorbereitung direkt subklonieren. Dieses System basiert auf der intrinsischen
TdT-Aktivität der Taq DNA Polymerase, die zur Synthese doppelsträngiger DNA-Am-
plikons führt, welche 3‘-terminale (d)A-Additionen aufweisen (vgl. 3.6.1). Der in line-
arisierter Form vorliegende, 3,9 kb große Vektor pCR
2.1 (INVITROGEN
) verfügt sei-
nerseits über singuläre, 3‘-terminal lokalisierte (d)T-Überhänge. Prinzipiell ermöglicht
                                                          
10  Ein Unit (U) definiert diejenige Restriktionsendonuklease-Aktivität, welche 1 µg Substrat-DNA innerhalb von 60 Minuten unter den jeweils er-
forderlichen Inkubationsbedingungen in einem Reaktionsvolumen von 50 µl vollständig hydrolysiert.A.Hennemann Material  und Methoden
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diese Klonierungsstrategie - vergleichbar der „blunt-end“ Ligation - inverse Orientie-
rungen des Inserts, wobei die Rekombinationseffizienz derjenigen von „sticky-end“
Ligationen entspricht. Analog zum pBIISK
-System ist der Vektor pCR
2.1 zur α-
Komplementation einer N-terminal deletierten β-Galaktosidase befähigt, was die
blau/weiß-Selektion positiver Transformantenklone ermöglicht. Neben der β-Lakta-
mase (Ampicillin/Carbenicillin-Resistenz) kodiert pCR
2.1 f ür eine Aminoglykosid-
Phosphotransferase-Aktivität,
11 welche Kanamycinresistenz verleiht:
Abb.20: Schematische Darstellung des „T-Vektors“ pCR
2.1 (INVITROGEN)
Das  TA-Klonierungssystem sieht die Verwendung des E.coli-Rezipientenstammes
One shot
 INVαF‘ vor, der folgenden Genotyp aufweist:
F‘ endA1 recA1 hsdR17 (rk
-, mk
+) supE44 thi-1 gyrA96 relA1 φ80lacZM15 ∆(lacZYA-argF) U169 λ
-
Im Gegensatz zum oben beschriebenen Stamm XL1-Blue (STATAGENE) besitzt
INVαF‘ keinen lac Repressor, weshalb die entsprechenden Strukturgene konstitutiv
exprimiert werden und der synthetische Indukor IPTG keinen Effekt zeigt.
3.8.6 Generierung rekombinanter Plasmide durch Ligation
Im Gegensatz zum ursprünglich für Ligationen verwendeten KLENOW-Fragment der
DNA Polymerase I (aus E.coli) erstreckt sich die Substratspezifität der aus dem Bak-
teriophagen T4 stammenden DNA Ligase (NEB
) auch auf DNA-Moleküle, welche
„glatte“ Enden aufweisen, wobei die Ligationseffizienz gegenüber DNA-Fragmenten
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kohäsiver Termini deutlich reduziert ist und ca. 50-fach höhere Aktivitäten erfordert.
Während das bakterielle Enzym NAD
+ als Kofaktor benötigt, ist die katalytische
Funktion der T4-DNA Ligase strikt an die Verfügbarkeit von 1 mM (d)ATP gebunden.
Nach Präzipitation und Aufarbeitung der restringierten DNA wurde der linearisierte
Vektor pBluescript
 II SK (+) mittels HPLC-H20 (BAKER) auf 100 ng x µl
-1 verdünnt.
Gemäß einer von WILLIAMS und BLATTNER abgeleiteten Gleichung errechneten sich
optimale Insert-Konzentrationen für die Reaktion 2. Ordnung wie folgt:
MW Insert-DNA
c Insert-DNA (Pg x Pl
-1) =                                                  c Vektor-DNA (Pg x Pl
-1)
MW Vektor-DNA
(0,2 kb x 660
12)
[0,1]                                                  =6 , 7   ng x Pl
-1
(2,96 kb x 660)
Um den prozentualen Anteil intramolekularer Reaktionen zu minimieren, empfahl
sich in der Praxis eine - bezogen auf den Vektor - mindestens 2fach höhere Menge
an Insert-DNA, wobei das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes 10 µl betrug:
chemische Parameter physikalische Parameter
Insert (NotI/SalI)  1 	g1 5
o C 10 h
pBluescript
￿II SK (NotI/SalI)   100 ng
T4-DNA Ligase  4 Weiss U
dATP  1 mM
BSA   250 ng
DTT     10 mM
MgCl2     10 mM
Tris-/HCl pH = 7,5 (25
oC)     50 mM
Ligationen zwischen kohäsiven DNA-Fragmentenden erfolgten vorzugsweise bei Tem-
peraturen von 14 - 15
oC unter Nutzung eines Thermalcyklers (GeneAmp
 PCR Sys-
tem 2400, PE APPLIED BIOSYSTEMS), wobei die Inkubationsdauer zwischen 4 h und
16 h variierte. Die Inaktivierung des Enzyms konnte alternativ durch Zugabe von 2 µl
500 mM EDTA (SIGMA) oder 10 minütige Inkubation des Reaktionsansatzes bei 75
oC
erreicht werden.
                                                          
12  Die eingesetzte relative Molekularmasse entspricht dem arithmetischen Mittelwert für A/T- bzw. G/C-Paare unter Annahme äquimolarer
Verhältnisse.A.Hennemann Material  und Methoden
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Bei Verwendung des TA Cloning
  Kits enthielten die Ligationsansätze annähernd
äquimolare Verhältnisse von Insert- und Vektor-DNA (je 30 - 60 ng), wobei Aktivitä-
ten von 4 Weiss Units
13 T4-DNA Ligase benötigt wurden. Um den Autoligationsanteil
des Klonierungsvektors pCR
2.1 abschätzen zu können, wurden Kontrollversuche
durchgeführt, welche 50 ng linearisierte Plasmid-DNA, jedoch keine Insert-DNA ent-
hielten. Die Plattierung von 50 µl Zellsuspension ( 2,5 pg DNA) auf X-Gal haltigem
LB-Medium resultierte in 5 - 20 ampicillinresistenten Kolonien, von denen > 95% eine
Blaufärbung aufwiesen, was auf der Existenz superspiralisierter Plasmide sowie
geringer Anteile rezirkularisierter Vektoren beruhte, welche Rasterschubmutationen
innerhalb des lacZ-Gens aufwiesen.
3.8.7 Transformation chemokompetenter E.coli Rezipientenstämme
Alle nachfolgend beschriebenen gentechnischen Arbeiten wurden im S1-Bereich
14
des Gastroenterologischen Funktionslabors der Johann Wolfgang Goethe-Universität
Frankfurt am Main durchgeführt (Mr46-53o06.05.02 A-UniF 05/97).
Unabhängig vom jeweils genutzten Klonierungssystem entsprach die Transformation
der gebrauchsfertig bezogenen chemokompetenten E.coli Rezipientenzellen dem
von MANDEL etablierten Verfahren (222). Zur Selektion rekombinanter Transforman-
ten wurden je 50 µl der Zellsuspensionen auf LB-Medium (LIFE TECHNOLOGIES
) aus-
plattiert, welches neben 60 ppm Carbenicillin (α-Carboxypenicillin) 40 ppm X-Gal
sowie 20 ppm IPTG (alle SERVA, Heidelberg) enthielt und über Nacht bei 37
oC inku-
biert (BB 6220, HERAEUS INSTRUMENTS). Die Transformationseffizienzen wurden an-
hand von Testansätzen unter Verwendung von 1 µg des Vektors pBluescript
 II SK +
(0,51 pmol, entsprechend 3,1 x 10
11 Molekülen) bzw. 10 pg des Kontrollplasmids
pUC18 (5,6 x 10
-18 mol, entsprechend 3,4 x 10
6 Molekülen) ermittelt, wobei jeweils
50  µl (5% des Gesamtvolumens  Verdünnungsfaktor  = 20) ausplattiert wurden.
Üblicherweise wiesen die Kontrollplatten 75 - 100 Klone auf, was Transformations-
effizienzen von 1,5 - 2,0 x 10
8 x µg
-1 DNA entsprach.
                                                          
13  In Gegenwart kompatibler DNA-Einzelstrangüberhänge sowie 1 mM (d)ATP entspricht eine „cohäsive end unit“ der Ligaseaktivität von
1,7 x 10
-2 Weiss-Einheiten.
14  Die eingesetzten Vektoren für die Klonierung von PCR-Produkten einschließlich der verwendeten Empfängerorganismen stellten im
Sinne der ZKBS-Liste gut charakterisierte Systeme dar und waren als biologische Sicherheitsmaßnahmen anerkannt (B1). Zudem wurden
ausschließlich subgenomische, nicht-funktionelle sowie durch die Auswahl der PCR-Primer klar definierte Abschnitte humaner B- und T-
Zellrezeptoren kloniert, welche ihrer DNA-Sequenz nach eindeutig charakterisiert waren. Aus den genannten Gründen erfolgte die
Einteilung der Arbeiten in die Sicherheitsstufe S1.Material und Methoden A.Hennemann
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Zufällig ausgewählte Kolonien positiver E.coli Transformantenklone wurden direkt als
Matrize in Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzt, in denen sich die Insert-DNA
unter Einsatz sequenzspezifischer Oligonukleotide amplifizieren ließ (vgl. Abb.15).
3.9 Sequenzanalyse von  TCR- und IgH-Transkripten
3.9.1 Präparation von Sequenziermatrizen mittels DNA-modifizierender
Enzyme
Unter Verwendung des Sequenase
  PCR  Product Sequencing  Kits (AMERSHAM
PHARMACIA  BIOTECH) ließen sich PCR-generierte Amplikons definierter Rezeptor-
transkripte derart modifizieren, daß sie als Matrizenmoleküle in Sequenzierreaktio-
nen eingesetzt werden konnten. Dies galt sowohl für die Reamplifikate der klonierten
PCR-Produkte als auch der nicht-klonierten, dominanten DNA-Banden, die direkt aus
der PAGE isoliert wurden. Überschüssige Oligonukleotide sowie die im Verlauf der
Polymerase-Kettenreaktion gebildeten Einzelstrangüberhänge, welche Sequenzierre-
aktionen potentiell negativ beeinflussen, ließen sich durch die 5‘  3‘ Aktivität der im
Kit enthaltenen Exonuklease I eliminieren. Parallel hierzu wurden die in den PCR-
Ansätzen verbliebenen Desoxynukleotide unter dem katalytischen Einfluß der SAP
(= Shrimp Alkaline Phosphatase) hydrolysiert. Die aus je 7 µl PCR-Probe sowie 2 µl
eines 1 : 1-Gemisches von Exonuklease I (10 U
15 x µl
-1) und SAP (2 U
16 x µl
-1) beste-
henden Ansätze wurden unter Verwendung eines Thermalcyklers (Cetus 480
, PE
APPLIED BIOSYSTEMS) 15 Minuten bei 37
oC inkubiert worauf sich eine 15minütige ther-
mische Inaktivierung beider Enzyme bei 80
oC anschloß.
3.9.2 Präparation von Sequenziermatrizen mit dem „QIAquick
¥  PCR
Purification Kit“
Alternativ zum oben beschriebenen Verfahren konnte der für Sequenzierungen benö-
tigte Reinheitsgrad von PCR-Produkten unter Einsatz kommerziell erhältlicher 800 µl
QIAquick
-Säulen (QIAGEN GmbH, Hilden) erreicht werden. Das auf der Ionenaus-
                                                          
15  Ein Unit (U) definiert diejenige Exo I-Aktivität, welche 10 nmol dNTP innerhalb von 30 Minuten unter Standardbedingungen bei 37
oC
freisetzt.
16  Ein Unit (U) definiert diejenige SAP-Aktivität, welche 1 µmol p-Nitrophenylphosphat pro Minute bei pH = 10,7 sowie einer Inkubations-
temperatur von 37
oC hydrolysiert.A.Hennemann Material  und Methoden
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tauschchromatographie beruhende Verfahren gestattete eine rasche und praktikable
Reinigung von PCR-Produkten im Größenbereich von 0,1 - 10 kb, wobei die maxi-
male DNA-Bindungskapazität des Systems etwa bei 10 µg lag. In Gegenwart chao-
troper Salze (NaJ) sowie pH-Werten  7,5 besitzen höhermolekulare Nukleinsäuren
eine starke Affinität zu makroporösen Silikagelmatrices, wogegen Oligonukleotide
< 40 bp nicht an das Säulenmaterial adsorbieren. Nach Eliminierung der Kontami-
nanten ließ sich die DNA durch Zugabe von 30 - 50 µl TE-Puffer (10 mM Tris,
pH = 8,0 + 1 mM EDTA) unter Verwendung einer Mikrozentrifuge (EPPENDORF 5417)
bei 20.800 x g von der Säule eluieren, wobei die Ausbeute - bezogen auf die Aus-
gangsmenge - in der Größenordnung von 90 - 95% lag.
3.9.3 DNA-Sequenzierung nach dem Kettenabbruchverfahren unter
Einsatz farbstoffmarkierter 2’,3’-Didesoxynukleotide
Prinzipiell basiert die angewendete Technik auf der von SANGER et al. (223) etablier-
ten Methode einer „geprimten“ de novo Synthese von DNA, welche komplementär
zum jeweils vorliegenden Matrizenstrang ist. Ausgehend von kurzen, spezifisch hy-
bridisierenden Start-Oligonukleotiden resultiert der mit statistischer Wahrscheinlich-
keit erfolgende Einbau Fluoreszenzfarbstoff
17-markierter 2',3'-Didesoxynukleotide im
Abbruch der durch eine modifizierte
18 Taq Polymerase katalysierten DNA-Synthese.
Simultan zur Markierung geht eine der Polymerase-Kettenreaktion verwandte, lineare
Amplifikation der DNA-Moleküle einher. Die Farbstoff-Terminatoren-Sequenzierung
der dsDNA erfolgte unter Verwendung des ABI PRISM
 310 Genetic Analyzers (PE
APPLIED BIOSYSTEMS). Da die eingesetzten ddNTPs an unterschiedliche Fluoreszenz-
farbstoffe gekoppelt waren besaß diese Technik den Vorzug, daß keine separaten,
basenspezifischen Reaktionen durchgeführt werden mußten. Zudem ermöglichte sie
die simultane Analyse aller endständigen Didesoxynukleotide mittels einer einzigen
Trennkapillare („one-lane-sequencing“). Mit Ausnahme der sequenzspezifischen Oli-
gonukleotide (vgl. 3.6) stellten sämtliche benötigten Reagenzien Bestandteile des
gebrauchsfertig bezogenen ABI PRISM
  Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kits dar. Alle Markierungsansätze enthielten pro 20 µl Volumen 3,8 µl ABI-
                                                          
17  6-FAM, HEX, NIS, TET
18  AmpliTaq
 FS, (PE APPLIED BIOSYSTEMS)Material und Methoden A.Hennemann
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Ready Reaction Mix FS
 sowie 3,8 pmol des jeweils benötigten Oligonukleotids und
1 µl der jeweiligen DNA-Matrizenpräparation.
3.9.4 Generierung von Nukleotid-Sequenzdaten
Der ABI PRISM
 310 Genetic Analyzer erlaubte die Durchführung vollautomatisierter
DNA-Sequenzanalysen. Hierbei wurden die markierten DNA-Moleküle mit elektri-
schen Feldstärken von 160 - 200 V x cm
-1 sowie Stromstärken von 7 - 10 µA kapillar-
elektrophoretisch aufgetrennt und die von den endständigen Fluoreszenzfarbstoffen
nach Anregung mittels eines Argon-Lasers (λ = 488 bzw. 514 nm) emittierten Signale
nach Durchlaufen eines Spektrographen von einem „high performance“ CCD-Detek-
tionssystem registriert. Derart generierte ABI-Primärdaten ließen sich nach Import in
einen PC mittels spezieller Software (Chromas
 1.51, TECHNELYSIUM Pty Ltd., GB;
Internet: http://www.technelysium.com.au/) analysieren und in Form farbiger Chroma-
togramme ausdrucken (HP Deskjet 690 C, HEWLETT-PACKARD, Böblingen).
Abb.21: Vergleich der Chromatogramme, die bei der direkten Sequenzierung von CDR3-
Banden erhalten werden
A] dominante Bande, welche ein singuläres Transkript enthält
B] dominante Bande, welche 3 - 4 verschiedene Transkripte enthält
C] Bande aus einem polyklonalen Repertoire, die multiple Transkripte übereinstimmender
CDR3-Länge enthältA.Hennemann Material  und Methoden
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3.10 EDV-gestützte Prozessierung von DNA-Sequenzen und Datenbank-
abgleiche
Nach vergleichender Durchsicht der Chromatogrammausdrucke konnte anhand pu-
blizierter „Keimbahn“ DNA-Sequenzen zunächst eine manuelle Abgrenzung der die
V-, (D-) und J-Regionen kodierenden Gensegmente vorgenommen werden. Bei der
Differenzierung von Mitgliedern großer Immunglobulin VH-Familien bestand die prin-
zipielle Schwierigkeit exakter Analysen darin, daß die PCR-Konsensus„primer“ (vgl.
3.6) lediglich eine Amplifizierung kurzer, carboxyterminaler Segmentregionen ermög-
lichten. Demzufolge ließ sich bei folgenden VH-Gruppen keine genaue Unterschei-
dung ihrer Subtypen vornehmen:
VH1-02 = VH1-18 / VH1-46 = VH1-69 = VH1-e
VH3-07 = VH3-21 = VH3-33 / VH3-11 = VH3-53 / VH3-30 = VH3-30.5 / VH3-30.3 = VH3-66
VH4-59 = VH4-61.
Im Fall der CDR3-Regionen von IgVH-Transkripten war die Identifizierung der zahlrei-
chen DH-Regionen aufgrund somatischer Mutationen sowie extensiver Basendeletio-
nen im Bereich der 5‘- und 3‘-Segmenttermini erschwert. Daher ließen sich entspre-
chende Zuordnungen ausschließlich mittels automatisierter Sequenzabgleiche unter
Nutzung der VBASE-Datenbank (MRC Centre for Protein Engineering, Hills Road,
Cambridge, CB2 2QH, U.K.; Internet: http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/) sowie des PC/
GENE
-Programmes (INTELLIGENETICS, INC., U.S.A.) treffen. Innerhalb der CDR3-
Domäne lokalisierte Sequenzmotive wurden einer definierten DH-Region zugerech-
net, wenn sie 100%ige Identität über mindestens 7 bp oder 90%ige Homologie über
eine Distanz von 10 bp zu dieser besaßen.
Funktionelle Rezeptoren von B- und T-Lymphozyten konnten dadurch identifiziert
werden, daß die DNA-Sequenzen der Transkripte mit Hilfe des Omiga
-Program-
mes
19 (OXFORD MOLECULAR LTD., Cambridge, U.K; Internet: http://www.oxmol.co.uk/)
zunächst in die korrespondierenden Polypeptide translatiert wurden. Da die Amino-
säuresequenzen sowie die Leseraster funktioneller Rezeptordomänen bekannt wa-
ren (VBASE für Immunglobuline beziehungsweise die IMGT-Database im Fall der δ
                                                          
19  Version 1.1.3Material und Methoden A.Hennemann
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TCR-Transkripte; Internet: http://imgt.cnusc.fr:8104) ließen sich die für individuelle
Domänen äquivalenten Leseraster rasch identifizieren sowie auf Sequenzierfehlern
beruhende Rasterschübe („frame shifts“) exakt lokalisieren. Da sich die Richtigkeit
der für hochvariable CDR3-Regionen ermittelten Nukleotidsequenzen prinzipiell nicht
anhand von Datenbankabgleichen überprüfen ließ, stellten die auf EDV-Ebene
durchgeführten Translationen eine indirekte Verifizierungsstrategie dar. In denjenigen
Fällen, wo sich Interpretationschwierigkeiten ergaben, erwies sich die Nutzung der
BLAST 2.0 Datenbank (Internet: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) als hilfreich.
3.11 CDR3-Längenanalysen
Weil die Grenzen der antigenbindenden Region nicht exakt definiert waren, erfolgte
die Längenzuordnung translatierter CDR3-Domänen von Immunglobulin-Schwerket-
ten sowie δ TCR-Transkripten gemäß entsprechender Konventionen (59). Hiernach
berechneten sich die CDR3-Längen aus der Distanz zwischen dem konservierten
Cysteinrest innerhalb des 3‘-Terminus' der variablen Region und dem konservierten,
im Aminoterminus des J-Segmentes lokalisierten „GXG“-Tripletts, wobei von dem er-
haltenen Wert jeweils 8 Aminosäuren subtrahiert wurden. Demzufolge besaß das in-
nerhalb der Immunglobulin VH1-Familie identifizierte 19er-Peptid
CARDIRWRTFLSVDYWGQG
definitionsgemäß eine CDR3-Länge von 11 Aminosäuren (19 - 8).A.Hennemann Aufgabenstellung
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4. Aufgabenstellung
Molekularbiologische Analyse der Rezeptorrepertoires humaner
 T-Lymphozyten und B-Zellen
4.1 Untersuchung des intestinalen  T-Zell Rezeptor Repertoires
Nach den für intestinale γ/δ T-Lymphozyten unter der Annahme einer „ersten Vertei-
digungslinie“ diskutierten Aufgaben stellt sich die Frage, in welchem Ausmaß bereits
Neugeborene oder Kleinkinder über ein oligoklonales δ TCR-Repertoire verfügen und
inwieweit sich das pränatale vom postnatalen δ-Kettenrepertoire unterscheidet.
Es ist sehr wahrscheinlich, daß die Expressionsmuster des δ TCR-Repertoires nicht
statisch sind, sondern einer entwicklungsabhängigen Dynamik unterliegen, welche
durch kontinuierliche Wechselwirkungen mit ihren Liganden geprägt sein dürfte. Um
die vermutete Entwicklungsabhängigkeit des humanen δ TCR-Repertoires zu unter-
suchen, wurden molekularbiologische Feinstrukturanalysen intestinaler und periphe-
rer γ/δ T-Lymphozyten anhand gesunder Kontrollpersonen verschiedener Altersstu-
fen sowie humaner Feten unter den folgenden Fragestellungen durchgeführt:
a) Expressionsmuster des fetalen (20. SSW) intestinalen δ TCR-Repertoires
b) Vergleich zwischen pränatalem (20. SSW) und neonatalem (6 Wochen) δ TCR-
Repertoire des Intestinums
c) Postnatale Entwicklung des intestinalen δ TCR-Repertoires vom 1. Tag bis zur
8. Lebensdekade.Aufgabenstellung A.Hennemann
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4.2 Untersuchung des kutanen  T-Zell Rezeptor Repertoires
Neben dem Gastrointestinaltrakt stellt die Haut eine weitere bedeutende Grenzfläche
des Organismus' zu seiner Umgebung dar, weshalb ihr ebenfalls eine bedeutende
Rolle bei der Abwehr pathogener Mikroorganismen zukommt. Da sich aufgrund der
genannten Voraussetzungen Ähnlichkeiten der immunologischen Abwehrstrategien
annehmen lassen, bestand einer der Schwerpunkte unserer Studien in der Charakte-
risierung des Rezeptor Repertoires kutaner γ/δ
+ T-Lymphozyten. Die Resultate dieser
Experimente bildeten die Grundlage für weitere Untersuchungen, welche sich mit der
angenommenen Beteiligung von γ/δ T-Zellen an der Pathogenese immunologisch
assoziierter Erkrankungen befaßten. Der genannte Themenkomplex untergliederte
sich in folgende Teilaspekte:
a) Charakterisierung des kutanen δ TCR-Repertoires anhand multipler, einander
benachbarter Hautbiopsien, welche im Verlauf kosmetischer OP’s gewonnen
wurden
b) Vergleich zwischen intradermalem und peripherem δ TCR-Repertoire
c) Vergleichende molekularbiologische Analyse des kutanen δ TCR-Repertoires
auf genomischer sowie auf transkriptioneller Ebene.A.Hennemann Aufgabenstellung
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4.3 Die Rolle von  T-Zellen bei chronisch entzündlichen Darmerkran-
kungen (CED)
Ein weiterer Aspekt, unter dem die Analyse des δ TCR-Repertoires durchgeführt wur-
de, bestand in der Überprüfung einer möglichen Beteiligung von γ/δ T-Zellen an der
Pathogenese von CED, welche eventuell durch Kreuzreaktionen zytotoxischer γ/δ
T-Lymphozyten mit bakteriellen Strukturen oder Autoantigenen ausgelöst werden.
Unsere Arbeitshypothese besagte, daß sich innerhalb der läsionalen Areale spezifi-
sche δ TCR-Transkripte befinden, welche nicht innerhalb gesunder Darmabschnitte
nachzuweisen sind. Somit bestand die Zielsetzung der Untersuchungen in einer
Identifizierung signifikanter Unterschiede zwischen den γ/δ TCR-Repertoires  nicht-
entzündlicher sowie entzündlicher Mukosaareale, welche für eine Beteiligung der γ/δ
+
T-Lymphozyten im Rahmen der Pathogenese von CED sprechen würden. Sollten
sich krankheitsassoziierte Unterschiede des Rezeptor Repertoires bei γ/δ
+ IEL nach-
weisen lassen, so ließe dies auf eine Aktivierung von γ/δ T-Zellen durch spezifische
(Eigen-) Antigene schließen.
Da auch eine Beteiligung systemischer T-Lymphozyten an der Pathogenese von
CED diskutiert wird, untersuchten wir parallel zum intestinalen das periphere δ TCR-
Repertoire von M.Crohn- und C.ulcerosa-Patienten. Im Zusammenhang mit CED
fanden die Analysen des humanen δ-Kettenrepertoires unter folgenden Gesichts-
punkten statt:
a) Charakterisierung des δ TCR-Repertoires innerhalb pathologisch veränderter
Kolonabschnitte sowie Vergleich mit dem Repertoire benachbarter, morpholo-
gisch unauffälliger Mukosaareale
b) Parallele Analyse der peripheren γ/δ
+ T-Lymphozyten von CED-Patienten
c) Analysen des intestinalen δ-Kettenrepertoires von Patienten mit entzündlichen
Darmerkrankungen, die nicht immunologisch assoziiert sind (z.B. Divertikulitis).Aufgabenstellung A.Hennemann
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4.4 Charakterisierung humaner intestinaler und peripherer IgVH-
Repertoires humaner IgA- und IgM- B-Lymphozyten
Da neben IEL auch intestinale B-Zellen Bestandteile der „ersten Verteidigungslinie“
des mukosalen Immunsystems darstellen, untersuchten wir in Analogie zur δ-Kette
von γ/δ
+ T-Lymphozyten das Rezeptor Repertoire humaner IgVH-Transkripte. Weil
das Darmlumen eine überaus große Anzahl verschiedenster Antigenstrukturen
beherbergt wäre zu erwarten, daß intestinale VH-Repertoires prinzipiell polyklonal
sind.
Ferner sollten sich durch vergleichende Feinstrukturanalysen der VH-Repertoires IgM
und IgA exprimierender B-Zellen auch Rückschlüsse auf verwandtschaftliche Bezie-
hungen zwischen definierten Lymphozytenklonen ziehen lassen. Die an gesunden
Kontrollpersonen durchgeführten Strukturanalysen intestinaler und peripherer B-
Lymphozyten fanden unter den folgenden Fragestellungen statt:
a) Charakterisierung intestinaler IgVH-Repertoires IgA und IgM exprimierender
B-Lymphozyten  Vergleich, Unterschiede ?
b) Vergleich der CDR3-Domänen definierter IgA- und IgM- B-Zellklone hinsichtlich
eines durchlaufenen Klassenwechsels
c) Organspezifische Kompartimentierung von VH-Repertoires intestinaler sowie
peripherer IgA- bzw. IgM- B-Lymphozyten  Klonalitätsgrad, Differenzen ?A.Hennemann Ergebnisse
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5. Ergebnisse
5.1 Die Analyse des humanen  T-Zell Rezeptor Repertoires
5.1.1 Molekularbiologische Feinstrukturanalyse definierter  TCR-Trans-
kripte mittels „CDR3-Spectratyping“
Aufgrund der genannten Vorarbeiten (46; 47) war bekannt, daß das humane δ TCR-
Repertoire streng individuenspezifisch ist, bedeutende Einschränkungen seiner
Vielfältigkeit aufweist und sich zudem durch eine weitgehende Kompartimentierung
auszeichnet. Demgegenüber lagen jedoch nur wenige Daten vor, welche detaillierte
Einblicke in die topographische Architektur des mukosalen δ TCR-Repertoires über
größere räumliche Distanzen des Duodenums bzw. des Kolons hinweg erlaubten. So
bestand weitgehende Unklarheit darüber, ob die im Rahmen der Vorarbeiten beob-
achtete Dominanz einzelner δ TCR-Transkripte auf ubiquitären Verteilungen oder
lokalen Expansionen beruhten. Da die Aufklärung dieser Fragestellung Einblicke in
die Migration und Zirkulation von γ/δ IEL versprach, bestand der initiale Ansatz
unserer Untersuchungen darin, das Ausmaß identischer δ-Kettentranskripte inner-
halb räumlich getrennter Darmareale zu ermitteln.
Das „CDR3-Spectratyping“ ermöglichte eine repräsentative Bestimmung der Diversi-
tät von T-Zell Rezeptor Repertoires und ließ Untersuchungen hinsichtlich Überlap-
pungen des δ TCR-Repertoires zwischen verschiedenen funktionellen Darmabschnit-
ten zu. Im Gegensatz zur ursprünglich angewandten Methode (46; 47) bei der die
PCR-Produkte in toto subkloniert und sequenziert wurden, gestattete das „CDR3-
Spectratyping“ eine unmittelbare Beurteilung des jeweils vorliegenden δ TCR-Reper-
toires. Hierzu wurden die TCR δ-Transkripte aus Darmbiopsien oder Geweberesekta-
ten mittels PCR amplifiziert und die Produkte durch denaturierende PAGE ihrer Län-
ge nach separiert. Diese gelelektrophoretischen Längenanalysen erbrachten mehr-
heitlich charakteristische Verteilungsmuster („band patterns“), welche die Diversität
des jeweiligen δ TCR-Repertoires repräsentierten.Ergebnisse A.Hennemann
                                                                                                                                                                                                                                 
82
Abb.22: CDR3-Längenanalyse von δ-Kettentranskripten aus dem humanen Kolon (G7)
Abbildung 22 zeigt die CDR3-Profile der TCRDV1-,  DV2- und DV3-Transkripte,
welche innerhalb der hepatischen Flexur [1], dem Kolon transversum [2], der Milz-
flexur [3], dem Kolon descendens [4] sowie dem sigmoidalen Kolon [5] des Patienten
G7, eines gesunden 73jährigen Probanden, identifiziert wurden. Es ist deutlich er-
kennbar, daß in jeder DV-Familie annähernd identische Bandenmuster existierten,
obwohl die Biopsien über eine räumliche Distanz von zirka 1 m entnommen wurden.
Um unsere Annahme zu überprüfen, wonach korrespondierende dominante Banden
verschiedener Darmbiopsien identische δ Rezeptoren darstellen, wurden einzelne
Banden, welche DV1-, DV2- bzw. DV3-Transkripte enthielten aus der Gelmatrix iso-
liert, reamplifiziert und direkt sequenziert. Die vergleichenden DNA-Sequenzanalysen
dominanter TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripte aus parallel entnommenen Kolon-
biopsien führten in jedem Fall zur Identifizierung identischer TCR δ-Transkripte (vgl.
hierzu die CDR3-Längenangaben am linken Rand der Teilabbildungen). Die entspre-
chenden Sequenzdaten sind unter den accession numbers U90959 - U90966 über
die Datenbanken EMBL/GenBank/DDBJ einzusehen.
Auch im Fall der vier gesunden Probanden G6 bzw. G8 - G10 [vgl. Tab.12 (a), S.
106] fanden sich analoge Resultate, wobei jeder Patient im „CDR3-Spectratyping“
ein charakteristisches, individuenspezifisches Verteilungsmuster seiner δ TCR-Trans-
kripte aufwies. Ferner zeigten Analysen von Biopsien, die aus verschiedenen
Arealen des proximalen Dünndarmes erwachsener Personen stammten, daß sich die
Verteilungsmuster der DV1-, DV2- und DV3-Repertoires korrespondierender Gewe-
beproben jeweils weitgehend entsprachen.
  DV1 DV2 DV3
CDR3-Länge
in AA
 1      2   3 4    5  1    2  3     4  5  1    2 3    4 5A.Hennemann Ergebnisse
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Weiterhin ermöglichte das „CDR3-Spectratyping", die Stabilität von δ TCR-Repertoi-
res über zeitliche Intervalle von 1 - 2 Jahren hinweg auf molekularbiologischer Ebene
zu überprüfen.
Abb.23: Zeitliche Konstanz der CDR3-Profile intestinaler δ-Kettentranskripte (G9)
Abb.23 dokumentiert, daß die TCR δ-Transkripte in den Kolonbiopsien des Patienten
G9 über einen Zeitraum von 16 Monaten hinweg (1 vs. 2) ein nahezu konstantes
Verteilungsmuster aufwiesen. Mittels der DNA-Sequenzanalyse gelang uns der
Nachweis identischer dominanter TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripte in den jewei-
ligen Biopsien (vgl. hierzu die Angabe der jeweiligen CDR3-Länge). Diese Daten
tragen fortlaufende Numerierungen von U90967 - U90972 und können über EMBL/
GenBank/DDBJ eingesehen werden. Darüber hinaus ließen sich im Dünndarm eines
weiteren analysierten Patienten (G10) annähernd identische CDR3-Profile von DV1-
Transkripten identifizieren, wobei der zeitliche Abstand zwischen den endoskopi-
schen Eingriffen 1 Jahr betrug (accession numbers U90973 - U90975).
DV1 DV2 DV3
CDR3-Länge
in AA
 1    2    1    2  1   2Ergebnisse A.Hennemann
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5.2 Altersabhängige Veränderungen humaner intestinaler  TCR-
Repertoires
Ein weiterer Teilaspekt unserer Untersuchungen bestand in der Verifizierung der
Hypothese, wonach intestinale δ TCR-Repertoires nicht statisch sind, sondern einer
entwicklungsabhängigen Dynamik unterliegen. Im Rahmen dieser Studien wurden
endoskopisch gewonnene Mukosabiopsien sowie chirurgische Resektate aus dem
Dünndarm und dem Kolon von insgesamt 16 Personen im Alter zwischen 1,5 und 73
Jahren molekularbiologisch charakterisiert und miteinander verglichen.
Bei den Kindern, Jugendlichen und jungen Erwachsenen handelte es sich um gesun-
de Patienten der Altersstufen von 1.5, 3, 3.5, 6.5, 14, 17, 17.5 und 26 Jahren, die
sich aufgrund unklarer abdominaler Beschwerden bzw. zwecks Ausschluß einer ver-
muteten Refluxösophagitis endoskopieren ließen. Die Patienten G7 - G10 (in der
Altersgruppe von 62 - 73 Jahren) wiesen ebenfalls keine entzündlichen intestinalen
Erkrankungen auf, was anhand der morphologisch unauffälligen Mukosabiopsien
nachgewiesen werden konnte. Außerdem stand uns chirurgisches Resektionsmate-
rial zur Verfügung, welches von einem Neugeborenen sowie einem 6 Wochen alten
Säugling stammte. Aufgrund einer Kooperation mit Prof. S. WINTER von der pädia-
trischen Abteilung der Boston University School of Medicine konnten auch δ TCR-
Transkripte aus dem Duodenum und Kolon von drei 20 Wochen alten Feten analy-
siert werden. Sämtliche von uns analysierten Gewebeproben enthielten sowohl
Anteile des Oberflächenepithels als auch der Lamina propria.
5.2.1 Die CDR3-Längenanalysen intestinaler  TCR-Transkripte zeigen
grundlegende Unterschiede zwischen fetalen und neonatalen sowie
den  T-Zell Rezeptor Repertoires erwachsener Individuen auf
Um die vermuteten entwicklungsabhängigen Veränderungen des humanen δ-Ketten-
Repertoires nachzuweisen, verglichen wir zunächst die CDR3-Profile von δ TCR-
Transkripten aus dem Intestinum eines 20 Wochen alten Fetus' mit dem δ TCR-
Repertoire eines Neugeborenen (vgl. Abb.24):A.Hennemann Ergebnisse
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Abb.24: CDR3-Längenprofile intestinaler δ-Kettentranskripte eines Fetus' der 20. SSW (F)
und eines Neugeborenen (N)
Unsere CDR3-Längenanalysen intestinaler δ-Kettentranskripte eines Fetus' sowie
des Neugeborenen ließen signifikante Unterschiede erkennen: So wiesen die fetalen
DV1-, DV2- und DV3-Transkripte mit 6 - 16 Aminosäuren sowohl geringere durch-
schnittliche als auch maximale CDR3-Längen auf als die des Neugeborenen, welche
sich im Bereich von 6 - 21 AS bewegten. Da quantitativ dominierende DNA-Banden
generell mittlere Transkriptlängen besaßen und sämtliche Transkripte, deren Längen
vom Mittelmaß abwichen ihrer Frequenz nach entsprechend unterrepräsentiert wa-
ren, erbrachten die CDR3-Längenanalysen der δ Repertoires des Fetus' sowie des
Neugeborenen jeweils Gaus' sche Normalverteilungen. Auch die Analyse der Kolon-
biopsien zweier weiterer Feten erbrachte hiermit übereinstimmende Befunde (Daten
nicht gezeigt). Somit unterschieden sich die intestinalen CDR3-Profile der Feten bzw.
des Neugeborenen signifikant von den oligoklonalen Verteilungsmustern, welche bei
Analysen der δ TCR-Repertoires erwachsener Personen gefunden wurden (vgl. hier-
zu die Abbildungen 22/23 und 24).
Aufgrund der analysierten CDR3-Längenprofile lag die Vermutung nahe, daß Feten
und Neugeborene diversere δ Rezeptor Repertoires als Erwachsene exprimieren.
Übereinstimmend mit dieser Hypothese konnte durch direkte Sequenzierung indivi-
dueller DNA-Banden oftmals keine lesbare, singuläre Nukleotidsequenz erhalten
CDR3-Länge
in AA
  DV1 DV2 DV3
   F    N    F  N    F NErgebnisse A.Hennemann
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werden, was auf die Existenz multipler Transkripte innerhalb einer Bande schließen
ließ. Die Sequenzanalyse klonierter δ TCR-Transkripte zeigte jedoch, daß Feten über
limitierte Repertoires verfügen, wogegen Neugeborene extrem diverse δ TCR-Reper-
toires aufweisen.
5.2.2 Charakteristika des fetalen  TCR-Repertoires
Um fetale δ Repertoires detailliert zu charakterisieren, wurden δ-Transkripte aus dem
Dünndarm sowie dem Kolon dreier Feten in vitro amplifiziert, subkloniert und nach-
folgend sequenziert. Tab.4 [A] - [C] (S. 87) faßt die Nukleotidsequenzen der CDR3-
Regionen von TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripten zusammen, welche in Dünn-
darmbiopsien eines ca. 20 Wochen alten Fetus' analysiert wurden und repräsentativ
für die Daten sind, die aufgrund entsprechender Feinstrukturanalysen in Kolon- bzw.
Dünndarmbiopsien der beiden übrigen Feten gefunden wurden. Wie aus der Tabelle
4 hervorgeht, konnten wir mittels der DNA-Sequenzanalyse nachweisen, daß die
Diversität des fetalen δ TCR-Repertoires stark eingeschränkt war. Die genomische
(Keimbahn-) Sequenz ist jeweils durch fette Buchstaben gekennzeichnet. Palindro-
mische „P“-Nukleotide sowie die hierzu komplementären Basen sind unterstrichen.
Die Ziffern im rechten Teil der Tabelle bezeichnen den Anteil der Transkripte, welche
die entsprechende CDR3-Domäne in einer der beiden parallel analysierten Gewebe-
proben (I bzw. II) aufwiesen. Transkripte, welche nicht im korrekten Leseraster vor-
lagen und demzufolge nicht in funktionelle δ-Ketten translatiert werden konnten, sind
mit „*“ bezeichnet. Die DV1-, DV2- und DV3-Transkripte sind gesondert innerhalb der
Abschnitte [A], [B] und [C] aufgeführt. Alle abgebildeten Nukleotidsequenzen sind
über die Datenbanken EMBL/GenBank/DDBJ unter den accession numbers U90976
bis U91125 einzusehen.
Die CDR3-Domänen der fetalen TCRDV1-,  DV2- und DV3-Transkripte waren
insofern limitiert, als daß sie nur wenige „N“-Nukleotide enthielten, bzw. daß Addi-
tionen matrizenunabhängiger Basen im Vergleich zu Neugeborenen oder adulten
Personen durchschnittlich kürzer ausfielen.A.Hennemann Ergebnisse
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Tab.4: Nukleotidsequenzen der CDR3-Domänen von δ-Kettentranskripten aus dem
Intestinum eines 20 Wochen alten Fetus'Ergebnisse A.Hennemann
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Dieses Phänomen beruhte vermutlich auf einer eingeschränkten Aktivität der
terminalen Nukleotidyltransferase (TdT) und war insbesondere bei den TCRDV2-
Transkripten stark ausgeprägt (vgl. Tab.4 [B]). Hiervon abgesehen, basierte die im
Vergleich zu DV1- und DV3-Transkripten reduzierte CDR3-Länge der DV2-Trans-
kripte auch darauf, daß diese nicht das DD2-Gensegment exprimierten. Wir konnten
zeigen, daß die CDR3-Domänen fetaler intestinaler δ-Kettentranskripte palindromi-
sche  „P“-Nukleotide sowie getrimmte 5‘ und 3‘-Gensegmenttermini aufwiesen. Es
bleibt zu klären, warum die CDR3-Domänen der intestinalen DV1- und DV3-Trans-
kripte bei allen drei Feten längere „N“-Nukleotidadditionen aufwiesen und insgesamt
etwas diverser als die DV2-Transkripte strukturiert waren.
Tabelle 5 dokumentiert, daß unsere DNA-Sequenzanalysen zahlreiche Überlappun-
gen zwischen den intestinalen δ-Kettentranskripten der drei untersuchten Feten
erkennen ließen. Dieser Befund steht in deutlichem Kontrast zum δ TCR-Repertoire
erwachsener Personen, welches durch eine strenge Individuenspezifität gekenn-
zeichnet ist (46; 47). Sämtliche Überlappungen zwischen den CDR3-Domänen feta-
ler DV2-Transkripte sind mit „x“ gekennzeichnet und aus dem linken Teil der Tab.5
ersichtlich. Einige der analysierten TCRDV2-Sequenzen entsprachen den Nukleotid-
abfolgen, welche von anderen Arbeitsgruppen (111; 224; 225) innerhalb der präthy-
mischen Leber sowie des fetalen Thymus' identifiziert wurden; die jeweiligen Litera-
turstellen sind aus der Kolumne „Ref.“ zu ersehen. TCRDV2-Transkripte, welche von
jeweils zwei Feten exprimiert wurden und darüber hinaus in den Mukosabiopsien des
6 Wochen alten Säuglings vorlagen, die im Rahmen dieser Studie analysiert wurden,
sind mit „a“ bezeichnet. Das mit „b“ versehene DV2-Transkript stellt eine Nukleotid-
sequenz dar, welche durch die Analyse von Mukosabiopsien des Neugeborenen
identifiziert wurde (Klon 1459, vgl. Tab.8 [B]). Im Gegensatz zu den DV2-Transkrip-
ten konnte für intestinale DV1-Ketten nur in einem einzigen Fall eine Überlappung
zwischen zwei Feten nachgewiesen werden; hierbei handelte es sich um den Klon
1219 (CDR3-Länge 9, vgl. Tab.4 [A]). Unter den TCRDV3-Transkripten ließen sich
dagegen keinerlei Überlappungen zwischen verschiedenen Individuen nachweisen.A.Hennemann Ergebnisse
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Tab.5: Die  DV2-Transkripte der untersuchten Feten weisen teilweise Überlappungen
ihrer CDR3-Domänen aufErgebnisse A.Hennemann
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Weiterhin ließen unsere Feinstrukturanalysen fetaler intestinaler δ TCR-Transkripte
keine statistischen Verteilungen innerhalb der Gensegmentübergänge erkennen son-
dern zeigten, daß manche CDR3-Regionen häufiger als erwartet anzutreffen waren.
Offensichtlich erfolgten die Rekombinationsereignisse zwischen den beteiligten Gen-
segmenten bevorzugt im Bereich kurzer DNA-Abschnitte, welche partielle Sequenz-
homologien aufwiesen. Dieses als „Homologie vermittelte Rekombination“ bezeich-
nete Phänomen war zuvor für die kanonischen Nukleotidsequenzen bei Mäusefeten
(226; 227) bzw. den Segmentübergangsbereichen der δ TCR- (228; 229) sowie der
IgH-Transkripte (230) von Mäusen beschrieben worden. Insgesamt waren bei den
drei Feten 52% der DV1/DD3- sowie 37% der DV2/DD3-Segmentübergänge mit den
Mechanismen einer homologieabhängigen Rekombination zu vereinbaren. Indessen
ließen sich nicht alle Überlappungen fetaler δ TCR-Transkripte durch die Existenz
kurzer, homologer Sequenzbereiche bzw. entsprechender Rekombinationsereignisse
erklären.
Schließlich ist zu erwähnen, daß einige der fetalen TCRDV2-Transkripte, welche sich
ihrer Nukleotidsequenz nach unterschieden, aufgrund der Degeneration des geneti-
schen Kodes identische Peptidsequenzen determinierten. Dieses Resultat wurde da-
durch gesichert, daß wir die DV/DD3- und DD3/DJ-Segmentübergänge unabhängig
voneinander analysierten. Tabelle 6 veranschaulicht den genannten Befund anhand
des DV2/DD3-Überganges:
Tab.6: DV2/DD3-Segmentübergänge fetaler intestinaler δ TCR-Transkripte
            DV2         P     DD3         AA-Sequenz  Anteil
        GCCTGTGACACC         ACTGGG...                                                               
        GCCTGTGACAC            TGGG...      ACDTG     11/53
        GCCTGTGACACC            GGG...      ACDTG      5/53
        GCCTGTGA        T    ACTGGG...      ACDTG      2/53
Unter den insgesamt 53 singulären δ-Kettentranskripten der drei Feten, welche keine
„N“-Nukleotidadditionen aufwiesen ließen sich 18 DV2/DD3-Segmentübergänge
identifizieren, die für identische Peptidsequenzen kodierten. Darüber hinaus erbrach-
ten unsere Analysen der DV1/DD3-, DV3/DD3- sowie der DD3/DJ-Übergänge ähnli-
che Resultate (diese Daten werden hier nicht gezeigt).A.Hennemann Ergebnisse
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Ferner führten unsere Untersuchungen zu der Erkenntnis, daß fetale und neo- bzw.
postnatale δ-Kettentranskripte insofern von adulten T-Zell Rezeptoren differierten, als
daß sie bestimmte DJ-Segmente mit unterschiedlichen Raten exprimierten:
Abb.25: Differentielle Expression von DJ-Segmenten bei fetalen, neonatalen sowie den
δ-Kettentranskripten adulter Individuen
Das Diagramm 25 stellt die prozentualen Anteile exprimierter DV-Segmente separat
für die DV1-, DV2- und die DV3-Familie dar und faßt alle Resultate zusammen, wel-
che anhand der molekularbiologischen Untersuchungen dreier Feten, eines Neuge-
borenen sowie eines 6 Wochen alten Säuglings gewonnen wurden. Darüber hinaus
werden die Resultate vorangegangener Untersuchungen (46; 47) berücksichtigt,
welche an erwachsenen Personen durchgeführt wurden. Unsere Berechnungen ba-
sierten auf folgenden Zahlen analysierter δ-Kettentranskripte (vgl. Tab.7):Ergebnisse A.Hennemann
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Tab.7: Anzahl der δ TCR-Transkripte, welche in die Berechnungen zur Analyse der
Altersabhängigkeit des humanen γ/δ TCR-Repertoires einbezogen wurden
Entwicklungs-
stadium
Alter Gesamtanzahl der
analysierten δ-Transkripte
DV1 DV2 DV3
fetal 20. SSW 154 46 76 32
neonatal 1 Tag 98 34 32 32
postnatal 6 Wochen 80 30 30 20
adult 62 - 73 Jahre 139 71 43 25
Statistische Auswertungen ergaben, daß intestinale DV1-, DV2- und DV3-Transkripte
adulter Personen präferentiell das DJ1-Segment exprimierten, wogegen das DJ3-
Segment lediglich innerhalb der DV2-Familie einen quantitativ bedeutenden Anteil
aller DJ-Segmente darstellte und DJ2 bei sämtlichen DV-Familien quantitativ unter-
repräsentiert war. Im Gegensatz hierzu wurde das DJ2- bzw. das DJ3-Segment bei
fetalen sowie neonatalen δ-Kettentranskripten unabhängig von der DV-Familie sehr
viel häufiger exprimiert. Im Fall des 6 Wochen alten Säuglings entsprach die Verwen-
dung der DJ-Regionen bei DV1- und DV3-Transkripten weitgehend dem adulten
Repertoire; hingegen bestanden innerhalb der DV2-Familie größere  Ähnlichkeiten
zum fetalen und neonatalen δ TCR-Repertoire. Zusammenfassend läßt sich fest-
stellen, daß die Entwicklung des δ-Kettenrepertoires Erwachsener eine präferentielle
Expression des DJ1-Segmentes bei gleichzeitiger Abnahme der Frequenz DJ2- und
DJ3- kodierender Allele beinhaltet.
5.2.3 Charakteristika des humanen  TCR-Repertoires während der neo-
natalen Entwicklungsphase
Um die Diversität des δ-Kettenrepertoires während des neonatalen Entwicklungssta-
diums zu bestimmen, wurden in vitro reamplifizierte TCRDV1-, DV2- und DV3-Trans-
kripte aus dem Dünndarm eines Neugeborenen (Tab.8, S. 93) sowie dem Kolon
eines 6 Wochen alten Säuglings (Tab.9, S. 95) kloniert. Aus diesen Genbibliotheken
wurden statistisch ausgewählte Einzelklone direkt in DNA-Sequenzierreaktionen ein-
gesetzt. Die Untersuchungen ergaben, daß das humane intestinale δ TCR-Reper-
toire während des neonatalen Entwicklungsstadiums polyklonal ist.A.Hennemann Ergebnisse
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Tab.8: Nukleotidsequenzen der CDR3-Domänen von δ-Kettentranskripten aus dem
Intestinum eines NeugeborenenErgebnisse A.Hennemann
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Tabelle 8 [A] - [C] faßt die Nukleotidsequenzen der CDR3-Regionen von DV1-, DV2-
und DV3-Transkripten zusammen, welche wir in Dünndarmbiopsien eines Neugebo-
renen analysierten, wobei die Darstellung der Resultate analog zur Tab.4 [A] - [C] ist.
Sowohl die abgebildeten DV1-, DV2- und DV3-Transkripte des Neugeborenen als
auch die Sequenzdaten des 6 Wochen alten Säuglings sind über die Datenbanken
EMBL/GenBank/DDBJ unter den accession numbers U91126 - U91222 beziehungs-
weise U91223 - U91302 einzusehen. Generell wiesen die intestinalen DV1-, DV2-
und DV3-Transkripte des Neugeborenen komplexe Gensegmentübergänge auf, die
zahlreiche Additionen von „N“-Nukleotiden enthielten. Im Gegensatz zum limitierten δ
TCR-Repertoire Erwachsener (46; 47) war das neonatale δ TCR-Repertoire hoch-
divers, wobei sich innerhalb korrespondierender Mukosabiopsien keine Überlappun-
gen identischer δ-Kettentranskripte nachweisen ließen (vgl. hierzu den rechten Teil
der Tab.8). In Analogie zu adulten Individuen (47) waren die Gensegmentübergänge
der DV2-Transkripte weniger komplex als diejenigen der DV1-Transkripte, was zu-
mindest teilweise auf der reduzierten Expressionsrate des DD2-Segmentes beruhte.
Die DV1-, DV2- und DV3-Repertoires des 6 Wochen alten Säuglings (vgl. Tab.9)
ähnelten insofern denen des Neugeborenen, als daß deren CDR3-Regionen eben-
falls sehr komplex waren und sich innerhalb korrespondierender Gewebeproben
keine identischen δ-Transkripte nachweisen ließen. Sowohl das Neugeborene als
auch der Säugling verfügten über einige wenige TCRDV2-Transkripte, welche keine
„N“-Regionen enthielten und vollkommene Identität zu fetalen δ TCR-Sequenzen auf-
wiesen weshalb spekuliert wurde, daß es sich hierbei um ein Relikt der pränatalen
Entwicklungsphase handeln könnte. Bezüglich der Expression von DJ-Segmenten
ähnelte das δ TCR-Repertoire des Neugeborenen dem fetalen Rezeptor Repertoire
(vgl. Abb.25). Demgegenüber war die Verwendung des DJ1-Segmentes bei DV1-
und  DV3-Transkripten des 6 Wochen alten Säuglings mit den Expressionsraten
Erwachsener vergleichbar.A.Hennemann Ergebnisse
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Tab.9: Nukleotidsequenzen der CDR3-Domänen von TCRDV1- (A), DV2- (B) und
DV3-Transkripten (C) aus dem Intestinum eines 6 Wochen alten Säuglings
A
     CDR3-             DV1             N/P                  DD2        N/P           DD3              N/P       DJ1: ACACCGATAAACTC
     Länge Klon    GCTCTTGGGGAACT                        CCTTCCTAC               ACTGGGGGATACG                  DJ2: CTTTGACAGCACAA    I    II
                                                                                                                                DJ1
      09   D1_1_9  GCTCTTGGGGAACT                          TTCCT                                              TGAGCC    CCGATAAACTC  1/22
      11   D1_1_1  GCTCTTGGG      ATGGCCCCCC                 CCTAC ACTTAGAGG                                              GATAAACTC  1/22
      11   D1_1_18 GCTCTTGGGGAACT CGGC                                            CTGGGGGATACG                   AAG      GATAAACTC  1/22
      11   D1_2_10 GCTCTTGGGGAA   TGCCG                                           CTGGGGG                    TATCGCT    CCGATAAACTC         1/8
      12   D1_1_7  GCTCTTGGGGA    CCGC                                         T ACTGGGGGATA                 AACGGGC    CCGATAAACTC  1/22
      12   D1_2_7  GCTCTTGG       CGGGCC                                      GT ACTGGGGGATACG                    GG ACACCGATAAACTC         1/8
      12   D1_1_4  GCTCTTGGGGAACT AGA                                              TGGGGG                  CTACCGAAG  CACCGATAAACTC  1/22
      12   D1_1_13 GCTCTTGGG      AACCAACCG                TTC     GGT         T ACTGGGGGATACG                     G         AAACTC  1/22
      13*  D1_2_9  GCTCTTGGGGA    TCCCCCATCA                   TAC                                           CGGTTTT  CACCGATAAACTC         1/8
      13   D1_1_10 GCTCTTGGG      AACCC                  CCTTC     GATTG            GGGGGATACG                   GGG    CCGATAAACTC  1/22
      13   D1_1_24 GCTCTTGGGGAA   AAA                      TTCC    GGGC          ACTGGG                          TAT  CACCGATAAACTC  1/22
      13   D1_1_27 GCTCTTGGGGA    C                      CCT       GGTAA           TGGGGG                     GAGTCT  CACCGATAAACTC  1/22
      14   D1_1_26 GCTCTTGGGGAACT AGAGGGGA               CCT                 CGT ACTGGG                              ACACCGATAAACTC  1/22
      15*  D1_1_22 GCTCT          GGCTTC               G CCTTC           TTCCAGT ACTGGGGG                    GATACGT ACACCGATAAACTC  1/22
      15   D1_1_8  GCTCTTGGGGA    TACCC                  CCT                     ACTGGGGGATACG                GATGTT  CACCGATAAACTC  1/22
      15   D1_1_5  GCTCTTGGGGAACT CATTTTG                CCT                     ACTGGGGGA                      CCTT ACACCGATAAACTC  1/22
      15   D1_2_6  GCTCTTGGGGA    TCAAGGGGCA               TTC     GC            ACTGGGGGA                        AA ACACCGATAAACTC         1/8
      17   D1_2_12 GCTCTTGGGG     CCCCCAGAATGGCCATAGG     CTT      GAGGTGG         TGGGGGAT                       TC       ATAAACTC         1/8
      17   D1_1_25 GCTCTTGGGGAAC  ACCT                   CCTTC     GCAT        T ACTGGGGGAT               GTATTTACCT     CGATAAACTC  1/22
      17*  D1_2_8  GCTCTTGGGGAAC  GATGTATACCNAACAGGGAGGA                            GGGGG                         CC ACACCGATAAACTC         1/8
      18   D1_1_12 GCTCTTGGGG     CCTT                     TTCCTAC CTTACCTACT  T ACTGGGGGATA                  TTATCC    CCGATAAACTC  1/22
      18   D1_1_20 GCTGTTGG       AGACCCCC               CCTTCCT   CAT           ACTGGGGGATAC              TGTGGGGGC  CACCGATAAACTC  1/22
      19   D1_1_6  GCTCTTGGGGAACT ACCGCG                      CTAC GTACGTCGGG    ACTGGGGGA                    GCAAGT ACACCGATAAACTC  1/22
      20   D1_1_14 GCTCTTGGG      TCGAATTTAGGGAGAT        CTT      TG          T ACTGGGGGATACG               GCCGTGT ACACCGATAAACTC  1/22
      22   D1_1_16 GCTCTTGGGGA    GCCGAGCCCCT              TTCCTAC CCGTT       T ACTGGGGGAT            GGCTTAACCGCGT ACACCGATAAACTC  1/22
                                                                                                                                DJ2
      14   D1_2_5  GCTCTTGGGGAAC  CCA                     CTT      GGTA        T ACTGGGG                       AGCCC      ACAGCACAA         1/8
      15   D1_1_15 GCTCTTGGGGAACT CCATCTGGTAT                                    ACTGGGGGA                        GC   TTGACAGCACAA  1/22
      15*  D1_2_1  GCTCTTGGGGA    TCCCA                  CCT       CTGGTA      T ACTGGGGGA                        GC   TTGACAGCACAA         1/8
      19   D1_1_11 GCTCTTGGGGAA   A                        TTC     GGG            CTGGG       CTTCCTATCGTACTGTGCCTTA CTTTGACAGCACAA  1/22
      20   D1_1_19 GCTCTTGGGGA    CCGTGGCCTCTACCGG       CCTTCCTC  GATAGGA            GGGAT                   TTTTTC     GACAGCACAA  1/22
B
                                                                                                                DJ1: ACACCGATAAACTC
     CDR3-             DV2             N/P                  DD2        N/P           DD3              N/P       DJ2: CTTTGACAGCACAA
     Länge Klon    GCCTGTGACACC                          CCTTCCTAC               ACTGGGGGATACG                  DJ3: CTCCTGGGACACCC    I    II
                                                                                                                                DJ1
      08   D2_2_14 GCCTGTGAC      GCGA                         TAC                                                   ACACCGATAAACTC       1/24
      09   D2_1_3  GCCTGTGACA                                                  T ACTGGGGGAT                            ACCGATAAACTC  1/6
      09   D2_2_9  GCCTGTG        TC                                          GT ACTGGGGG                          T  CACCGATAAACTC       1/24
      10   D2_2_17 GCCTGT         AA                                               TGGGGGATA                TCGACAGG    CCGATAAACTC       1/24
      12   D2_2_22 GCCTG          GAAATTG                                         CTGGGGGGGAC                  CTTGT ACACCGATAAACTC       1/24
                                                                                                                                DJ2
      08   D2_2_8  GCCTGTGACACC                                                    TGGGG                                 GACAGCACAA       1/24
      09   D2_2_19 GCCTGTGACACC   G                                                TGGGGG                         CT      ACAGCACAA       1/24
      11*  D2_2_7  GCCTGTGACACC                                               GT ACTGGG                        TCAAG     GACAGCACAA       1/24
      11   D2_2_20 GCCTGTGAC      GCCT                                         T ACTGGGGGA                            TTTGACAGCACAA       1/24
      11   D2_2_5  GCCTGTGAC                                                  GT ACTGGGGGATA                         CTTTGACAGCACAA       1/24
                                                                                                                                DJ3
      08   D2_2_10 GCCTGTGAC                                                                                          TCCTGGGACACCC       1/24
      11   D2_2_13 GCCTGTGACACC   CTGAGCC                                                                              CCTGGGACACCC       1/24
      12   D2_2_21 GCCTGTGACAC                                                     TGGGGGATA                         CTCCTGGGACACCC       1/24
      12   D2_2_24 GCCTGTGACACC                                               GT ACTGGGGGA                         A     TGGGACACCC       1/24
      12   D2_1_2  GCCTGTGACACC   G                                               CTGGGGGA                            TCCTGGGACACCC  1/6
      12   D2_1_11 GCCTGTGACAC                                                 T ACTGGGGGATA                       N     TGGGACACCC  1/6
      13*  D2_1_10 GCCTGTGAC      CG                                             ACTGGGGG                      CCGGC   CCTGGGACACCC  1/6
      13   D2_1_13 GCCTGTGAC      CTCA                                         T ACTGGGGGAT                      GTT     TGGGACACCC  1/6
      13   D2_2_18 GCCTGTGACAC                                                     TGGGGGATAC                     AG CTCCTGGGACACCC       1/24
      13   D2_2_15 GCCTGTGACACC   GCC                                               GGGGGATACG                   ACC      GGGACACCC       1/24
      13   D2_2_16 GCCTGTGACACC   G                                               CTGGGGGATA                         CTCCTGGGACACCC       1/24
      13   D2_2_1  GCCTGTGAC      GCG                                            ACTGGGGGA                        AC CTCCTGGGACACCC       1/24
      13   D2_1_9  GCCTGTGACACC                                                     GGGGGATACG CG                     TCCTGGGACACCC  1/6
      13   D2_2_12 GCCTGTGACAC                                                     TGGGGGATAC                    CGA  TCCTGGGACACCC       1/24
      13   D2_2_6  GCCTGTGACACC   GG                                              CTGGGGGA                         G CTCCTGGGACACCC       1/24
      13   D2_2_4  GCCTGTGAC                                                  GT ACTGGGGGA                       GAG CTCCTGGGACACCC       1/24
      14   D2_2_2  GCCTGTGACACC   GGA                      TTC                 A                             GGTACCG CTCCTGGGACACCC       1/24
      14   D2_2_3  GCCTGTGACACC                                               GT ACTGGGGGATA                       G CTCCTGGGACACCC       1/24
      14   D2_2_11 GCCTGTGACACC   GTG                                              TGGGGGATACG                       CTCCTGGGACACCC       1/24
      15   D2_2_23 GCCTGTGACAC                                                 T ACTGGGGGAT                  CCTCTAG CTCCTGGGACACCC       1/24
C
     CDR3-             DV3             N/P                  DD2        N/P           DD3              N/P       DJ1: ACACCGATAAACTC
     Länge Klon    TACTGTGCCTTT                          CCTTCCTAC               ACTGGGGGATACG                  DJ2: CTTTGACAGCACAA    I    II
                                                                                                                                DJ1
      06   D3_1_9  TACTGTGCCTT    AGT                                            ACTG                           CCTT    CCGATAAACTC  1/15
      07   D3_2_9  TACTGTGCCTT    G                                                TGGGG                        ATTG   ACCGATAAACTC       2/12
      07   D3_2_6  TACTGTGCC      GCC                                                   GAT                     TCCT ACACCGATAAACTC       1/12
      09   D3_1_7  TACTGTGCCTT    CTCGTTACGGATTT                              GT ACTGG                             C         AAACTC  6/15
      09   D3_2_10 TACTGTGCC      CTCG                                            CTGGGGGAT                      CGT ACACCGATAAACTC       1/12
      10   D3_1_6  TACTGTGCCTTT   ATCGCCC                                           GGGG                    CGCATGTC    CCGATAAACTC  1/15
      10   D3_1_1  TACTGTGCCTTT   CTTA                   CCTTCC                                               ACTTGT ACACCGATAAACTC  1/15
      10   D3_2_7  TACTGTGCCTTT   AAATC                                              GGGGATACG                   GAG  CACCGATAAACTC       1/12
      11   D3_2_11 TACTGTGCCTT    G                        TTC              GGGC    GGGGG                    TCTTTCT ACACCGATAAACTC       1/12
      11   D3_1_8  TACTGTGCCTTT   ATGTCCC                                           GGGG                  CCCGACTAAT   ACCGATAAACTC  2/15
      11   D3_1_10 TACTGTGCCTTT   AAA                       TCC        GTGCGCGCC    GGGG                          CG   ACCGATAAACTC  1/15
      12   D3_1_12 TACTGTGCC      CCCA                    CTT               GCCC  CTGGGGGATACG                    GT ACACCGATAAACTC  1/15
      12   D3_2_1  TACTGTGCCTTT   GATTCTTGCTGTA          CCTT               TCCT                                   T ACACCGATAAACTC       1/12
      13   D3_2_3  TACTGTGCCTTT   TCCCGGC                CCTT                 TC    GGGGGAT                    CCCGT ACACCGATAAACTC       1/12
      14*  D3_1_2  TACTGTGCCTTT   CACGG                     TCCTA                                TGTTTTTAGTTGGCCTCCT ACACCGATAAACTC  1/15
      14   D3_2_2  TACTGTGCCGT    CCC                    CCTTCCTAC            TG  CTGGGGGAT               GGGGCCTGGG     CGATAAACTC       1/12
      14   D3_2_8  TACTGTGCCTT    ACCA                     TTCCT             GAC ACTGGGGGATAC                  CTTGT ACACCGATAAACTC       1/12
      14   D3_2_12 TACTGTGCCT     ACACTAGG                                   AGT ACTGGGGGAT                CAGGGTGGT ACACCGATAAACTC       1/12
      19   D3_1_18 TACTGTGCCTTT   AAAGTTTTGGCATATAAAG       TCCTAC           ATT   TGGGG             TGGCGGTGGTGCATT      GATAAACTC  1/15
                                                                                                                                DJ2
      12   D3_2_4  TACTGTGCCTTT   AGGC                                            CTGGGGG                  GCCGCAATG  TTTGACAGCACAA       1/12
5.2.4 Entwicklungsabhängige Einschränkung der Diversität humaner 
TCR-Repertoires
Da sich die oligoklonalen CDR3-Profile Erwachsener (46; 47) grundlegend von den
polyklonalen Verteilungsmustern bei Feten und Neugeborenen unterschieden nah-Ergebnisse A.Hennemann
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men wir an, daß das humane δ TCR-Repertoire des Intestinaltraktes einer sukzessi-
ven Einschränkung seiner Rezeptorvielfalt unterliegt. Um den Zeitpunkt der einset-
zenden Limitierung exakter zu bestimmen, führten wir CDR3-Längenanalysen der δ
TCR-Transkripte aus dem Dünndarm eines Neugeborenen, mehrerer Kinder und
Jugendlicher sowie eines jungen Erwachsenen durch, der ein Lebensalter von 26
Jahren erreicht hatte.
Abb.26: Entwicklungsabhängige Veränderungen des intestinalen δ TCR-Repertoires
Die Abbildung 26 dokumentiert anhand von CDR3-Längenanalysen der TCRDV1-
Transkripte von 7 Patienten, daß klonale Expansionen des intestinalen δ TCR-Reper-
toires bereits im Alter von 14 - 17 Jahren deutlich ausgeprägt waren, was durch
DNA-Sequenzanalysen bestätigt werden konnte. Im Vergleich hierzu erwiesen sich
die δ TCR-Repertoires der Individuen im Alter von 1.5, 3.5 sowie 6.5 Jahren als
hochdivers und ähnelten der CDR3-Längenverteilung des Neugeborenen (vgl. Abb.
24). Im Fall des 17- bzw. des 26jährigen Patienten betrug die Distanz zwischen den
parallel entnommenen Biopsien zirka 10 cm. Entsprechende Untersuchungen der
intestinalen  TCRDV2- und DV3-Transkripte erbrachten analoge Resultate (Daten
nicht gezeigt).
        TCRDV1
     CDR3-Länge
     in AA
Dünndarm-    1     2  1    1 1     1  1 2  1  2
Biopsien
 Tag 1 1,5 J   3,5 J   6,5 J   14 J 17 J 26 JA.Hennemann Ergebnisse
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5.3 Das   Rezeptor Repertoire kutaner 
+ T-Lymphozyten gesunder
Personen
Abgesehen von Ähnlichkeiten ihrer anatomischen Struktur verfügt die Haut - analog
zum Darmtrakt - über eine große Oberfläche, weshalb sie gleichermaßen eine poten-
tielle Eintrittspforte für pathogene Mikroorganismen darstellt. Da die Immunsysteme
beider Organsysteme vor ähnliche Anforderungen gestellt werden und sich deshalb
vermutlich vergleichbarer Abwehrstrategien bedienen, bildeten Analysen kutaner γ/δ
+
T-Zellen einen weiteren Teilaspekt unserer molekularbiologischen Untersuchungen.
Zu Beginn unserer Studien existierten nur wenige experimentelle Daten, die detail-
lierte Einblicke in das Rezeptor Repertoire kutaner γ/δ T-Lymphozyten gestatteten.
Aufgrund von DNA-Sequenzanalysen, welche unter Verwendung weniger γ/δ T-Zell-
klone durchgeführt worden waren wurde vermutet, daß kutane γ/δ T-Lymphozyten di-
verse Rezeptor Repertoires aufweisen (120; 123). Allerdings konnte im Rahmen die-
ser Untersuchungen keine klare Abgrenzung vom peripheren γ/δ TCR-Repertoire
vorgenommen werden (124). Somit bestand der initiale Ansatzpunkt unserer Expe-
rimente in einer differenzierenden Charakterisierung des kutanen δ-Kettenrepertoires
gesunder Kontrollpersonen. Konkret wurde die Diversität kutaner γ/δ T-Lymphozyten
anhand von Gewebestanzen aus der Epidermis sowie der Dermis mittels „CDR3-
Spectratyping“ analysiert und mit dem peripheren δ Rezeptor Repertoire der entspre-
chenden Probanden verglichen. Dieser experimentelle Ansatz ermöglichte eine klare
Unterscheidung zwischen dem Rezeptor Repertoire der seltenen kutanen γ/δ T-Lym-
phozyten und demjenigen der peripheren γ/δ T-Zellen, welche mit intradermalen
Kapillargefäßen assoziiert sind. Um sicher zu stellen, daß der befundete Klonalitäts-
grad keine Folge einzelner aktivierter T-Lymphozyten darstellte, welche definierte
Rezeptortranskripte mit hoher Rate exprimieren, wurde auch die chromosomale DNA
analysiert.
Tab.10: Patientenkollektiv „gesunde Haut“ (H1 - H7)
Patient Geburts-
datum
Geschlecht Diagnose UICC-
Stadium
Entfernung der PE
vom Tumorrand
Lokalisation
der PE Haut
H1 1958 w SSM, LIII,
Ø = 1,1 mm
Ib/pT2 5,5 cm re. Flanke
+ 2 x PBLErgebnisse A.Hennemann
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H2 1925 m SSM, LIV,
Ø = 0,85 mm
Ib/pT2 4,5 cm Abdomen
+ 2 x PBL
H3 1936 w SSM, LIII,
Ø = 0,86 mm
Ib/pT2 5,0 cm rechter
Unterschenkel
+ 2 x PBL
H4 1961 w - - - li. Schulter
+ 2 x PBL
H5 1937 m - - - li. Hand
+ 2 x PBL
H6 1970 w malignes
Melanom
klein, keine
Metastasen
Ib/pT2 5,0 cm re. Oberarm
+ 2 x PBL
H7 1944 w Basaliom
4 x 7 cm
- 4,0 cm re. Oberarm
+ 2 x PBL
Die an sieben Kontrollpatienten im Alter zwischen 37 und 73 Jahren vorgenomme-
nen chirurgischen Eingriffe erfolgten entweder aus kosmetischen Gründen (Diagnose
„-“) oder wurden zwecks Exzision nichtmetastasierender, maligner Melanome durch-
geführt, deren Gewebepenetration < 1,1 mm betrug (Stadium Ib/pT2). Da die Haut-
biopsien im Abstand von ~ 5 cm zum Neoplasma entnommen wurden und die betref-
fenden Patienten selbst nach 2jährigem, postoperativem Intervall keine Tumorneubil-
dungen zeigten, konnten krankheitsbedingte Beeinflussungen des kutanen δ TCR-
Repertoires weitgehend ausgeschlossen werden. Um der potentiell bestehenden
Gefahr PCR-generierter Artefakte zu begegnen, wurden sämtliche Untersuchungen
in Doppelbestimmung vorgenommen, was auch für die Analyse peripherer mono-
nukleärer Zellen galt.
5.3.1 In der Haut gesunder Erwachsener finden sich weitreichende klonale
Expansionen spezieller  T-Zellpopulationen
Abb.27 (S. 99) dokumentiert, daß unsere CDR3-Längenanalysen amplifizierter TCR
DV1- und DV2-Transkripte aus der Haut gesunder Individuen dominante Banden
erkennen ließen, die eine Existenz klonal expandierter γ/δ T-Lymphozyten nahe-
legten:
Abb.27: CDR3-Längenanalysen der δ-Kettentranskripte kutaner und peripherer γ/δ T-
Lymphozyten gesunder Erwachsener
   H1   H2 H3    H4   H5
   Haut   PBMC  Haut PBMC     Haut   PBMC   Haut   PBMC Haut PBMC
   I    II   I    II  I  II  I II     I    II    I    II    I   II    I    II  I  II   I  II
CDR3-
Länge
in AAA.Hennemann Ergebnisse
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Die TCRDV1- und TCRDV2-Transkripte kutaner sowie peripherer γ/δ T-Lymphozyten
der fünf Patienten H1 - H5 wurden parallel auf einem denaturierenden Polyacryl-
amidgel aufgetrennt. Es ist deutlich erkennbar, daß die CDR3-Profile oligoklonale
Verteilungsmuster aufwiesen und darüber hinaus streng kompartimentspezifisch wa-
ren. Definierte Banden, die δ-Kettentranskripte enthielten, wurden aus der Gelmatrix
isoliert, reamplifiziert und nachfolgend direkt sequenziert (vgl. die jeweils ermittelten
CDR3-Längen). Demgegenüber erbrachten in vitro Amplifikationen kutaner TCRDV3-
Transkripte überwiegend sehr niedrige PCR-Produktausbeuten bzw. kein Amplifikat
(Daten nicht gezeigt). Hieraus kann geschlossen werden, daß TCRDV3 exprimieren-
de T-Lymphozyten in der Haut gesunder Personen extrem unterrepräsentiert sind.
Da korrespondierende Hautproben, welche im Abstand von 2 - 10 cm voneinander
isoliert wurden sehr ähnliche CDR3-Profile sowie identische dominante Banden auf-
wiesen lag nahe, daß kutane γ/δ
+ T-Zellen nicht nur lokal expandieren, sondern weit-
reichende Hautareale umfassen können. Diese Annahme ließ sich durch DNA-
Sequenzanalysen dominanter Banden bestätigen, die zur Identifizierung zahlreicher
identischer  δ-Kettenrearrangements innerhalb parallel entnommener Hautbiopsien
führten (vgl. Tab.11, S.103).
5.3.2 Kutane und periphere  T-Lymphozyten weisen signifikant
voneinander verschiedene Rezeptor Repertoires auf und stellen
distinkte Zellpopulationen dar
Unser experimenteller Ansatz ermöglichte eine Differenzierung zwischen dem δ
TCR-Repertoire lokaler, kutaner T-Zellen und demjenigen peripherer γ/δ T-Lympho-
zyten, welche innerhalb der Kapillargefäße der Haut lokalisiert waren. Da γ/δ T-Zellen
beim Menschen lediglich 1 - 8% der intradermalen, CD3-positiven Lymphozyten aus-
machen (117) bestand prinzipiell die Möglichkeit, daß die analysierten δ TCR-
Repertoires auch δ TCR peripherer T-Lymphozyten repräsentierten, welche mit den
Mikrogefäßen der Haut assoziiert sind und ebenfalls über ein oligoklonales δ TCR-
Repertoire verfügen (47; 110; 231; 232). Um der Gefahr von Fehlinterpretationen zu
begegnen, analysierten wir analog zu den Repertoires kutaner γ/δ T-Lymphozyten
jeweils auch das δ TCR-Repertoire von Blutproben, welche den Probanden zeitgleichErgebnisse A.Hennemann
                                                                                                                                                                                                                                 
100
mit den kutanen Probeexzisionen entnommen wurden. Wie aus Abb.27 hervorgeht,
waren die CDR3-Längenprofile peripherer γ/δ T-Lymphozyten ihrer Diversität nach in
den meisten Fällen ebenfalls limitiert, unterschieden sich jedoch signifikant vom
jeweiligen kutanen δ TCR-Repertoire. Unter der Annahme, daß sich die dominanten
γ/δ T-Lymphozyten der Haut vom peripheren Zellpool herleiten, sollte man innerhalb
beider Populationen jedoch identische klonale Expansionen erwarten. In einigen
Ausnahmefällen fanden sich tatsächlich Belege für derartige, kompartimentüber-
greifende Expansionen: So zeigten die TCRDV1-Transkripte des Patienten H2 ein
CDR3-Profil, welches sowohl in der Haut als auch bei PBMC nachgewiesen werden
konnte (Abb.27, DV1, CDR3-Längen 19 und 16), wobei DNA-Sequenzanalysen die
Existenz identischer δ TCR-Rearrangements innerhalb beider Kompartimente bestä-
tigten (vgl. Tab.11). Darüber hinaus wies das kutane δ TCR-Repertoire jedoch auch
dominante Banden auf (Abb.27, Patient H2, DV1, CDR3-Länge 15), welche nicht in
den entsprechenden CDR3-Profilen peripherer γ/δ
+ PBMC identifiziert werden konn-
ten und von daher vermuten ließen, daß sie Rezeptoren von T-Zellen darstellten,
welche ausschließlich in der Haut lokalisiert waren.
5.3.3 Die oligoklonalen Rezeptor Repertoires kutaner 
+ T-Zellen
beruhen nicht auf gesteigerten Genexpressionsraten aktivierter
T-Lymphozyten
Der größte systematische Fehler, mit dem CDR3-Längenanalysen prinzipiell behaftet
sein können besteht im Vorhandensein aktivierter Lymphozytenklone, welche be-
stimmte Transkripte mit hoher Rate exprimieren und hierdurch eine Verschiebung
des tatsächlichen Rezeptor Repertoires verursachen können. Um auszuschließen,
daß der ermittelte Klonalitätsgrad des δ TCR-Repertoires auf erhöhten Transkrip-
tionsraten aktivierter T-Zellklone beruhte, untersuchten wir parallel zur cDNA die
DNA aus Hautproben sowie PBMC zweier weiterer gesunder Patientinnen (H6 bzw.
H7). Hierbei wurden die DV2-Arrangements δ Ketten kodierender Gensegmente auf
chromosomaler Ebene analysiert, wobei TCRDV2- sowie intronspezifische „anti-
sense“-Oligonukleotide für  TCRDJ1 bzw. TCRDJ3 in den Polymerase-Kettenreak-
tionen zum Einsatz kamen:
Abb.28: CDR3-Längenanalysen kutaner und peripherer δ-Kettenrearrangements, die
in vitro unter Verwendung chromosomaler Matrizen-DNA amplifiziert wurdenA.Hennemann Ergebnisse
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Da die DJ-Intronsequenz im Rahmen des posttranskriptionellen „Splicings“ eliminiert
wird, schließt die Verwendung intronspezifischer DJ-„Primer“ eine simultane Amplifi-
kation von δ TCR-Transkripten aus. Die DV2-Region wurde deshalb als Zielsequenz
ausgewählt, weil sie von humanen kutanen γ/δ T-Zellen weitaus am häufigsten expri-
miert wird (120; 123; 124). Wie bereits für TCRDV2-Transkripte beschrieben (vgl.
Abb.27), ließen auch die Amplifikationen chromosomaler TCRDV2-Rearrangements
oligoklonale CDR3-Profile erkennen, wobei korrespondierende Hautbiopsien nahezu
identische klonale Expansionen aufwiesen und sich signifikant vom peripheren δ
Rezeptor Repertoire unterschieden, was zudem durch die DNA-Sequenzanalyse von
δ TCR-Banden bestätigt werden konnte (vgl. Tab.11). Somit erbrachten die Unter-
suchungen, bei denen cDNA und chromosomale DNA als alternative Matrizen für
Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzt wurden im „CDR3-Spectratyping“ überein-
stimmende Resultate.
5.3.4 DNA-Sequenzanalysen dominanter  TCR-Transkripte kutaner 
T-Zellklone
   H6 H7
  Haut  PBMC      Haut  PBMC
   I   II   I   II I II   I
DV2/DJ1
DV2/DJ3
CDR3-Länge
in AAErgebnisse A.Hennemann
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Um definitiv sicherzustellen, daß korrespondierende dominante Banden in zeitgleich
entnommenen Hautbiopsien (vgl. Abb.27 bzw. 28) tatsächlich identische δ-Transkrip-
te repräsentierten, wurden diese nach vorangegangener Isolierung sowie in vitro
Reamplifikation direkt sequenziert. Insgesamt konnten wir mittels der DNA-Sequenz-
analyse 23 Paare identischer dominanter TCRDV1- bzw. TCRDV2-Rearrangements
innerhalb korrespondierender Hautbiopsien identifizieren. Tabelle 11 zeigt, daß die δ
TCR-Transkripte (A) und die chromosomalen δ-Kettenrearrangements (B) parallel
gewonnener Hautbiopsien identische Nukleotidsequenzen aufwiesen was darauf hin-
deutete, daß kutane γ/δ T-Lymphozyten nicht nur lokal expandieren, sondern homo-
gene Verteilungen klonal expandierter Zellpopulationen aufweisen. In denjenigen
Fällen, wo sich Sequenzüberlappungen zwischen kutanen und peripheren δ-Ketten-
transkripten nachweisen ließen bestand die Möglichkeit, daß dies auf peripheren γ/δ
T-Lymphozyten beruhte, die mit kutanen Mikrogefäßen assoziiert waren. Lediglich in
einem einzigen Fall (Patient H2, TCRDV2, CDR3-Länge 11) erbrachte die Feinstruk-
turanalyse korrespondierender DNA-Banden divergente δ TCR-Transkripte.
Tab.11: Nukleotidsequenzen der Gensegment-Übergangsregionen kutaner und peri-
pherer δ-KettentranskripteA.Hennemann Ergebnisse
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Der Vergleich dominanter Banden kutaner und peripherer δ TCR-Transkripte über-
einstimmender CDR3-Länge ließ in 4 Fällen gleichartige δ-Kettenarrangements, in
weiteren 3 Fällen hingegen abweichende Nukleotidsequenzen erkennen. Die CDR3-
Regionen kutaner und peripherer δ-Rezeptoruntereinheiten waren in jedem Fall kom-
plex strukturiert. Ferner ließen sich niemals Überlappungen zwischen den γ/δ TCR-
Repertoires verschiedener Personen nachweisen.
5.4 Die Rolle von  T-Zellen bei chronisch entzündlichen Darm-
erkrankungen (CED)
5.4.1 Ausgangssituation
Obwohl zahlreiche Hinweise darauf vorliegen, daß γ/δ T-Lymphozyten eine entschei-
dende Rolle bei der Pathogenese chronisch entzündlicher Darmerkrankungen spie-
len (vgl. 2.1.13) erbrachten die immunhistochemischen Untersuchungen der mukosa-
len γ/δ T-Zellen von CED-Patienten widersprüchliche Resultate. So ließen einige Stu-Ergebnisse A.Hennemann
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dien erkennen, daß sowohl die Verteilung als auch die absolute Anzahl der γ/δ T-Zel-
len innerhalb läsionaler Darmareale derjenigen phänotypisch unauffälliger Mukosa-
abschnitte gleicht (233 - 236). Demgegenüber stehen die Ergebnisse von Untersu-
chungen, die erhöhte Titer γ/δ
+ T-Zellen in entzündlichen Darmarealen dokumentie-
rten (161). Mittels durchflußzytometrischer Methoden sowie PCR (161) ließ sich
zeigen, daß bei intestinalen γ/δ T-Zellen in jedem Fall DV1/DJ1-Arrangements domi-
nieren wobei es offensichtlich keine Rolle spielt, ob die betreffenden T-Lymphozyten
von  M.Crohn-,  C.ulcerosa- oder Divertikulitis-Patienten stammen. Innerhalb der
T-Zellareale lymphoider Follikel sowie in der Peripherie der Granulome von M.
Crohn-Patienten konnten erhöhte γ/δ T-Zelltiter nachgewiesen werden (160). γ/δ T-
Zellen stellen bekanntermaßen eine bedeutende Quelle des proinflammatorischen
Zytokins IFN-γ dar, womit ein weiterer Hinweis auf eine Beteiligung an der Granulom-
entstehung bei M.Crohn-Patienten gegeben ist. Analysen des TCRDV1- sowie des
TCRDV3-Repertoires von T-Lymphozyten, die aus der entzündeten Mukosa von M.
Crohn-Patienten stammten, ließen klonale Expansionen sowie eine erhöhte Expres-
sionsrate des DJ3-Gensegmentes erkennen (237). Demgegenüber war unbekannt,
ob derartige Expansionen auch in nichtinvolvierten Mukosaarealen existieren. Im
Vergleich zu gesunden Personen, welche innerhalb des peripheren Blutes vorwie-
gend Vδ2-positive T-Zellen aufweisen (101), konnte im Blut von M.Crohn-Patienten
ein erhöhter Prozentsatz Vδ1-positiver T-Lymphozyten ermittelt werden (103; 174;
233), was auf eine Beteiligung systemischer γ/δ T-Zellen an der Pathogenese des
M.Crohn schließen läßt.
Aus dem derzeitigen Erkenntnisstand kann abgeleitet werden, daß antigenspezifi-
sche γ/δ T-Zellen in der intestinalen Mukosa akkumulieren und dort vermutlich inflam-
matorische Prozesse induzieren. Vor dem Hintergrund, daß oligoklonale Expansio-
nen für intestinale γ/δ T-Zellen erwachsener Personen charakteristisch sind (46 - 48)
war für uns von Interesse, inwieweit die innerhalb läsionaler Mukosaareale vermehr-
ten γ/δ
+ IEL mit spezifischen, möglicherweise bakteriellen Antigenen interagieren und
durch diese aktiviert werden. Da solche Wechselwirkungen prinzipiell zu krankheits-
assoziierten Verschiebungen des δ Rezeptor Repertoires führen können, analysier-
ten und verglichen wir die CDR3-Längenprofile der γ/δ T-Lymphozyten aus läsionalen
sowie benachbarten, phänotypisch unauffälligen Darmarealen von Morbus Crohn-A.Hennemann Ergebnisse
                                                                                                                                                                                    
105
Colitis ulcerosa- sowie Divertikulitis-Patienten. Um die Möglichkeit einer Beeinflus-
sung systemischer γ/δ T-Lymphozyten durch die jeweilige Erkrankung zu untersu-
chen, bestimmten wir darüber hinaus das periphere δ TCR-Repertoire der betreffen-
den Probanden.
5.4.2 Patientenkollektiv CED
Das Patientenkollektiv bestand aus M.Crohn-Patienten [MC1 - MC8, vgl. Tab.12 (c),
S. 107], die in der Gastroenterologischen Ambulanz der Medizinischen Klinik II im
Zentrum der Inneren Medizin (ZIM) der JWG-Universität Frankfurt am Main betreut
wurden. Darüber hinaus bestand eine Kooperation mit Herrn Prof. R. DUCHMANN von
der  Johannes Gutenberg-Universität Mainz (derzeit Universität des Saarlandes,
Homburg/Saar). Im Rahmen dieser Zusammenarbeit konnten Mukosabiopsien bzw.
chirurgisches Resektionsmaterial in die Studie einbezogen werden, das von Colitis
ulcerosa- [CU1 und CU2, Tab.12 (b)] sowie Divertikulitis-Patienten stammte. Im Fall
der Divertikulitis-Patienten waren keine näheren Angaben zur Person erhältlich; die
entsprechenden Biopsien aus dem Sigmoid tragen die Bezeichnungen „D1“ bzw.
„D2“.
Tab.12 (a): Kontrollkollektiv „gesundes Kolon“ (G1 - G10)
Patient Geburts-
datum
Geschlecht Diagnose Biopsien
G1 1924 m Durchfälle unklarer
Genese
Kolon I   = Caecum
Kolon II  = K. transversum
(Distanz = 1 m)
+ 2 x 10 ml venöses Blut (Heparin)
G2 1916 w Zustand nach Zervix-CA,
NPL-Ausschluß
Kolon I   = K. transversum
Kolon II  = Sigmoid
(Distanz = 1 m)
+ 3 x 10 ml venöses Blut
G3 1939 w chronische Obstipation Kolon I   = K. transversum
Kolon II  = Sigmoid
(Distanz = 1 m)
+ 2 x 10 ml venöses Blut
G4 1950 w Blutungsausschluß Kolon I   = Rektum
Kolon II  = Rektum
(Distanz = 0,1 m)
+ 2 x 10 ml venöses Blut
G5 1952 m chronische Obstipation Kolon I   = Rektum
Kolon II  = Caecum
+ 2 x 10 ml venöses Blut
G6 1959 w abdominale
Beschwerden
Kolon I   = K. ascendens
Kolon II  = K. descendens
Kolon III = K. transversum
+ 2 x 10 ml venöses BlutErgebnisse A.Hennemann
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G7 1923 m chronische Obstipation Kolon I   = K. transversum
Kolon II  = Sigmoid
+ 2 x 10 ml venöses Blut
G8 1934 m chronische Obstipation Kolon I   = Rektum
Kolon II  = Rektum
+ 2 x 10 ml venöses Blut
G9 1930 m chronische Obstipation Kolon I   = K. descendens
Kolon II  = K. transversum
+ 2 x 10 ml venöses Blut
G10 1938 m abdominale
Beschwerden
unklarer Genese
Kolon I   = Rektum
Kolon II  = Rektum
+ 2 x 10 ml venöses Blut
Tab.12 (b): Colitis ulcerosa - Patienten (CU1 + CU2)
Patient Geburts-
datum
Geschlecht Diagnose Biopsien
CU1 1952 w Colitis ulcerosa
ED: 1979
Rektum:
entzündetes Areal (+)
Rektum:
nichtentzündliches Areal (-)
(Distanz ~ 10 cm)
CU2 1972 m Colitis ulcerosa
ED: 1992
Sigmoid (20 cm):
hochfloride (+)
Sigmoid (35 cm):
mäßig floride (+/-)
Sigmoid (40 cm):
nicht floride (-)
Tab.12 (c): Morbus Crohn - Patienten (MC1 - MC8)
Patient Geburts-
datum
Geschlecht Diagnose Biopsien
MC1 1962 m ausgeprägt floride
chron. Ileocolitis
ED: 1990
Morbus Bechterew
ED: 1989
Ileocaecalklappe (kolonseitig):
floride Entzündung (+)
Kolon transversum:
nicht entzündet (-)
MC2 1966 w apht. Ileitis, Anastomose,
gering floride Ileocolitis
ED: 1994
Anastomositis
ED: 1993
Kolon:
diskret floride Entzündung (+)
Kolon transversum:
nicht entzündet (-)
MC3 1965 m geringe Entzündung an
Ileocaecalklappe und
Kolon, gering florider
M.Crohn
ED: 1992
Kolon (nahe Ileocoecalklappe):
gering floride (+)
Kolon transversum:
nicht entzündet (-)
MC4 1979 m ulceröse Colitis und
perianale Fistelung
floride Colitis,
aktiver M.Crohn
ED: 1997
Sigma:
hochfloride (+)
Sigma:
nicht/gering (?) entzündet (-)A.Hennemann Ergebnisse
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MC5 1960 m Ileocolitis,
aktiver M.Crohn
ED: 1988
Sigmoid:
entzündet (+)
Sigmoid:
nicht entzündet (-)
MC6-1
MC6-2
1956 w kein Anhalt für Rezidiv im
Kolon (01/1997)
aktiver M.Crohn, kleine
Ulcera im Sigma (06/197)
Kolon:
nicht entzündet, Remission (-)
Kolon:
entzündet (+)
MC7 1972 w florider Morbus Crohn
ED: 1994
EM: 1992
Sigmoid (15 cm-Resektat):
6 Biopsien im Abstand von 5 cm,
patholog. veränd. Bereich (+)
Ileum:
2 Biopsien im Abstand von 3 cm,
~ 1 cm vom Resektionsrand (-)
MC8 1951 w aktiver M.Crohn
ED: 1974
Caecum:
entzündet (+)
Kolon ascendens:
nicht entzündet (-)
5.4.3 CDR3-Längenanalysen intestinaler und peripherer  TCR-Transkripte
gesunder Kontrollpersonen
Vor Beginn der Experimente, die wir mit der Zielsetzung durchführten, krankheitsas-
soziierte Verschiebungen des δ TCR-Repertoires bei CED-Patienten nachzuweisen,
analysierten wir zunächst das intestinale und periphere δ TCR-Repertoire von 10 ge-
sunden, erwachsenen Patienten. Die Resultate dieser Untersuchungen bildeten eine
notwendige Voraussetzung dafür, die anhand von CED-Patienten erhaltenen Ergeb-
nisse richtig interpretieren zu können. Abb.29 dokumentiert anhand der gesunden
Kontrollpersonen G1 - G4, daß wir unsere zuvor getroffene Aussage bestätigen
konnten, wonach dominante γ/δ T-Zellklone homogen über die gesamte Länge des
Kolons verteilt sind und daß sich das intestinale δ TCR-Repertoire grundlegend vom
peripheren Repertoire unterscheidet (46; 47). Entsprechende Resultate ließen sich
auch im Fall weiterer sechs erwachsener Personen (G5 - G10) nachweisen; die ent-
sprechenden Daten werden an dieser Stelle nicht gezeigt.
Abb.29: CDR3-Längenanalysen der TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripte aus dem Kolon
sowie dem peripheren Blut gesunder Erwachsener
 G1  G2  G3  G4
   Kolon   PBMC    Kolon   PBMC     Kolon   PBMC     Kolon    PBMC
I II  I  II I II  I   II I II  I  II I  II   I   IIErgebnisse A.Hennemann
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In vereinzelten Fällen ließen sich bei den Kontrollpatienten klonal expandierte T-Zell-
klone erkennen, welche nicht in der korrespondierenden Kolonbiopsie nachgewiesen
werden konnten. Somit wies das Kolon unter physiologischen Normalbedingungen
eine gewisse Variationsbreite seines CDR3-Profils innerhalb verschiedener Abschnit-
te auf. Unsere jüngsten Resultate stellten insofern eine Erweiterung der bislang
publizierten Daten (46 - 48) dar, als daß in den früheren Studien vergleichsweise
wenige Personen eingeschlossen wurden. Möglicherweise hätten die anhand kleine-
rer Kollektive erhaltenen Ergebnisse jedoch nicht ausgereicht, um subtile Abwei-
chungen des δ TCR-Repertoires bei CED-Patienten identifizieren zu können. Zudem
wurde das Repertoire von γ/δ T-Zellen im Rahmen der früheren Untersuchungen
zumeist nur mittels in toto Klonierung sowie darauffolgender Sequenzierung der
PCR-Produkte untersucht. Demgegenüber gestattete das „CDR3-Spectratyping“
wesentlich detailliertere Aussagen bezüglich des jeweils exprimierten Rezeptor
Repertoires. Darüber hinaus schlossen unsere neueren Untersuchen generell Analy-
sen des peripheren δ TCR-Repertoires ein.
5.4.4 Das   TCR-Repertoire innerhalb entzündeter Areale unterscheidet
sich nicht von demjenigen benachbarter, makroskopisch unauf-
fälliger Darmabschnitte
Abbildung 30 stellt die CDR3-Längenprofile der TCRDV1- DV2- und DV3-Transkripte
aus entzündeten (+) und nicht entzündeten (-) Mukosaarealen sowie PBMC der 5
M.Crohn-Patienten MC1 - MC5 einander gegenüber. Unsere Daten lassen klar er-
kennen, daß kein signifikanter Unterschied zwischen den CDR3-Profilen der invol-
vierten sowie der nichtinvolvierten Darmabschnitte bestand; vielmehr bewegten sich
die beobachteten Abweichungen im Rahmen der zuvor an gesunden Patienten doku-
mentierten Schwankungsbreite (vgl. Abb.29 und 30). Außerdem blieb die anhand
gesunder Personen dokumentierte Kompartiment- und Individuenspezifität des δ
TCR-Repertoires in jedem Fall bestehen. Wie aus Tabelle 13 (S. 115) hervorgeht,
erbrachten unsere Feinstrukturanalysen korrespondierender dominanter CDR3-
Banden aus entzündlichen und nichtentzündlichen Biopsien identische Nukleotid-
sequenzen. Lediglich bei den Patienten MC1 und MC4 zeigten die aus läsionalen
und  nichtinvolvierten Arealen isolierten Gewebeproben Abweichungen ihrer TCR
DV3-Profile. Da die DV3-spezifischen Polymerase-Kettenreaktionen jedoch in beidenA.Hennemann Ergebnisse
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Fällen sehr niedrige Produktausbeuten erbrachten und sich die in der PAGE
eingesetzten DNA-Mengen im Bereich der unteren Nachweisgrenze bewegten,
könnten die Verschiebung der CDR3-Längenprofile auf einer Limitierung des „CDR3-
Spectratypings“ beruhen. Analog zu den gesunden Kontrollpersonen wiesen die δ
TCR-Transkripte der PBMC von M.Crohn-Patienten ebenfalls eingeschränkte CDR3-
Profile auf, welche sich signifikant vom intestinalen δ TCR-Repertoire unterschieden.
Abb.30: CDR3-Längenanalysen der TCRDV1-, DV2- und DV3-Transkripte von M.Crohn-
Patienten
DV1
DV2
DV3
 MC1     MC2  MC3     MC4   MC5
  Kolon   PBMC      Kolon    PBMC    Kolon PBMC Kolon    PBMC      Kolon   PBMC
  -    +     -  +  -    + -   + -  +
16
09 09Ergebnisse A.Hennemann
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5.4.5 Vermutlich verfügen  M.Crohn-Patienten  über ein polyklonales
TCRDV1-Repertoire
Abbildung 31 dokumentiert, daß zwei der von uns untersuchten M.Crohn-Patienten
polyklonale Verteilungsmuster ihrer mukosalen TCRDV1-Transkripte aufwiesen. Bei
der Patientin MC6 konnten wir Gewebebiopsien aus dem Kolon sowie PBMC wäh-
rend einer Remissionsphase der Erkrankung (MC6-1) sowie zu Beginn eines akuten
Schubes (MC6-2) isolieren. Dennoch ergaben sich keine signifikanten Differenzen
zwischen den während der jeweiligen Erkrankungsstadien exprimierten CDR3-Pro-
filen. Vielmehr blieb das δ TCR-Repertoire über den betreffenden Zeitraum von 5
Monaten hinweg stabil. Da der Patient MC7 ebenfalls über ein polyklonales CDR3-
Profil verfügte lag ein Hinweis darauf vor, daß das intestinale DV1-Repertoire von
M.Crohn-Patienten in Ausnahmefällen hochdivers ist.
Abb.31: Polyklonale CDR3-Profile bei M.Crohn-Patienten
    MC6-1     MC6-2 MC7
 Remission    aktiver M.Crohn aktiver M.Crohn
    01/1997     06/1997
Kolon  PBMC Kolon PBMC   Kolon PBMC
  -  -  -     + -    +A.Hennemann Ergebnisse
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5.4.6 CDR3-Längenanalyse der TCRDV-Transkripte zweier von aktiver
Colitis ulcerosa betroffenen Patienten
Bei einem der untersuchten C.ulcerosa-Patienten (CU1) konnten wir keine Unter-
schiede zwischen den CDR3-Profilen der entzündeten sowie der nicht entzündeten
Mukosa nachweisen. Wie aus der Abbildung 32 (S. 113) zu ersehen ist, zeigte sich
bei den TCRDV1- und DV2-Transkripten ein polyklonales, im Fall der TCRDV3-
Transkripte hingegen ein oligoklonales CDR3-Profil. Beim zweiten Colitis ulcerosa-
Patienten (CU2) ließen sich hingegen beträchtliche Differenzen zwischen involvierten
und nichtinvolvierten Darmabschnitten nachweisen: Während die CDR3-Profile der
aus entzündlichen Arealen isolierten Biopsien polyklonal waren, wiesen die δ TCR-
Repertoires der nicht oder nur leicht entzündeten Gewebeproben übereinstimmende,
oligoklonale Expressionsmuster auf. Somit war ein Hinweis darauf gegeben, daß ent-
zündliche Prozesse möglicherweise eine Diversifizierung des δ TCR-Repertoires
induzieren. Die CDR3-Profile der periphereren TCRDV1- und DV2-Transkripte waren
polyklonal und gaben Anlaß zu Spekulationen, wonach zirkulierende γ/δ T-Lympho-
zyten in die entzündliche Mukosa einwandern und dort Verschiebungen des δ TCR-
Repertoires verursachen könnten. Allerdings zeigte das periphere TCRDV3-Reper-
toire ein oligoklonales Verteilungsmuster, welches sich sowohl vom polyklonalen
CDR3-Profil der stark entzündlichen als auch vom oligoklonalen Repertoire der leicht
entzündeten Darmabschnitte unterschied. Dieser Befund sprach eindeutig gegen die
vermutete Infiltration peripherer γ/δ T-Zellen, da man in diesem Fall die Existenz
identischer klonaler Expansionen wie in den entzündeten Arealen annehmen sollte.
5.4.7 Die intestinalen CDR3-Profile von Divertikulitis-Patienten lassen
keine Unterschiede zwischen läsionalen und nichtinvolvierten
Mukosaarealen erkennen
Analog zu den genannten CED-Patienten untersuchten wir die TCRDV1-Profile von
Personen, welche Divertikulitis aufwiesen. Da es sich hierbei um eine entzündliche
Darmerkrankung handelt, welche im Gegensatz zum M.Crohn oder der Colitis ulce-
rosa nicht immunologisch assoziiert ist, dienten uns diese Patienten quasi als „in-
flammatorisches Kontrollkollektiv“.Ergebnisse A.Hennemann
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Abb.32: CDR3-Längenanalysen der TCRDV1-,  DV2- und DV3-Transkripte von Colitis
ulcerosa-Patienten
Vergleichbar der für M.Crohn beschriebenen Situation ließen sich jedoch auch bei
den  Divertikulitis-Patienten keine signifikanten Unterschiede zwischen den CDR3-
Profilen erkennen, welche aus involvierten und nichtinvolvierten Darmarealen
  CU1 CU2
   Kolon   PBMC Kolon     PBMC
-  +    I II    - -  +/-  +/- +   + I   II
TCRDV1
TCRDV2
TCRDV3A.Hennemann Ergebnisse
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stammten. Weiterhin existierten deutliche Unterschiede zwischen dem peripheren
sowie dem intestinalen δ TCR-Repertoire:
Abb.33: CDR3-Längenanalysen der TCRDV1-Transkripte von Divertikulitis-Patienten
5.4.8 Charakteristika der TCR -Transkripte
Mittels der CDR3-Längenanalyse konnten keine krankheitsassoziierten Expansionen
definierter γ/δ T-Zellklone innerhalb läsionaler Darmareale identifiziert werden. Viel-
mehr zeigte sich, daß das Ausmaß der Oligoklonalität bei M.Crohn-Patienten dem
der Kontrollpersonen vergleichbar war, wobei weder der Aktivitätsindex noch die
Dauer der Erkrankung einen maßgeblichen Einfluß auf die Ausprägung des intesti-
nalen δ TCR-Repertoires besaß. Um zu überprüfen, ob die für den jeweiligen Patien-
ten typischen CDR3-Längenprofile tatsächlich identische δ TCR-Transkripte enthiel-
ten, wurden korrespondierende dominante DNA-Banden aus läsionalen sowie nicht-
läsionalen Mukosaarealen isoliert und nach Reamplifikation direkt sequenziert (vgl.
Tab.13). Die DNA-Sequenzanalysen belegten, daß die aus entzündlichen und
morphologisch unauffälligen Arealen stammenden δ TCR-Transkripte nicht nur über-
einstimmende CDR3-Längen aufwiesen, sondern daß sie tatsächlich identische T-
Zell Rezeptoren determinierten. Somit ließen sich krankheitsspezifische γ/δ T-Zellen
im Fall von CED nicht anhand ihrer antigenspezifischen Rezeptordomäne identifi-
zieren.
TCRDV1
D1 D2
Kolon PBMC    Kolon    PBMC
-  + - +Ergebnisse A.Hennemann
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Tab.13: Nukleotidsequenzen der TCRDV1-,  DV2- und DV3-Transkripte von M.Crohn-,
C.ulcerosa- und Divertikulitis-PatientenA.Hennemann Ergebnisse
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5.5 Analyse intestinaler und peripherer VH-Repertoires humaner IgA und
IgM exprimierender B-Lymphozyten
Da Immunglobulin sezernierende LPL - ähnlich wie IEL - eine erste Verteidigungs-
linie der Darmmukosa bilden stellte sich die Frage, ob die zuvor für intestinale γ/δ
T-Zellen beschriebene Einschränkung der Rezeptordiversität eventuell auch ein Cha-
rakteristikum der Repertoires intestinaler IgA- und IgM- B-Lymphozyten darstellen
könnte. Zu diesem Zweck analysierten wir 2 - 3 mm im ∅ messende Biopsien aus
der  Kolonmukosa sowie die peripheren mononukleären Zellen der vier gesunden
Kontrollpatienten G1 - G4 im Alter zwischen 46 und 80 Jahren [vgl. hierzu Tab.12 (a),
S. 106].
5.5.1 Subgruppen des intestinalen IgA-Schwerkettenrepertoires zeigen
klonale Expansionen
Abb.34 (S. 117) verdeutlicht, daß unsere CDR3-Längenanalysen von VH6- und VH7-
Rearrangements intestinaler IgA-Transkripte die Existenz von Expansionen einzelner
B-Zellklone nahelegen. So fanden sich innerhalb korrespondierender Kolonbiopsien,
deren Abstand voneinander bis zu 1 Meter betrug sehr ähnliche oligoklonale CDR3-
Längenprofile sowie identische dominante Schwerkettentranskripte. In dieser Hin-
sicht bestanden deutliche Parallelen zu den TCRDV1-Repertoires der entsprechen-
den Patienten (vgl. Abb.29). Im Gegensatz hierzu fielen die Rezeptor Repertoires der
VH1 - VH5-Familien IgA exprimierender B-Lymphozyten des Kolons deutlich diverser
aus (vgl. Abb.34). Dieses Phänomen war besonders im Fall der großen, 22 Mitglie-
der (204; 206) umfassenden VH3-Subgruppe ausgeprägt, welche sowohl innerhalb
des Intestinums als auch im peripheren Blut die dominierende VH-Familie darstellt
(176; 219; 238). Die CDR3-Profile der VH1-, VH2-, VH4- sowie der VH5-Familie wiesen
zwar ebenfalls klonale Expansionen auf; diese wurden jedoch zumeist vom poly-
klonalen Hintergrund überlagert und ließen sich oft erst nach vorangegangener
Klonierung der VH-Transkripte identifizieren.Ergebnisse A.Hennemann
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Abb.34: „CDR3-Spectratyping“ intestinaler und peripherer VH1 - VH7-Transkripte IgA
exprimierender B-Lymphozyten gesunder Kontrollpatienten
   G1  G2  G3     G4
CDR3-Länge
in AAA.Hennemann Ergebnisse
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5.5.2 Klonal expandierte IgA B-Lymphozyten sind innerhalb des Kolons
weit verbreitet
Alle in der Abbildung 34 mit Nummern bezeichneten DNA-Banden wurden aus der
Gelmatrix isoliert, in vitro reamplifiziert und direkt sequenziert. Da dieser Ansatz im
Fall der VH4 - VH7-Familien lesbare Nukleotidsequenzen erbrachte, wurde unsere
Vermutung bestätigt, wonach innerhalb räumlich weit voneinander entfernter Muko-
saareale identische IgA VH-Rearrangements existieren. Demgegenüber fanden sich
nur in wenigen Fällen voneinander abweichende Resultate (Patient G1, VH4, CDR3-
Länge = 3; vgl. Tabelle 14). Da die direkte Sequenzierung diskreter CDR3-Banden
bei den diversen VH-Familien in den wenigsten Fällen lesbare Nukleotidsequenzen
erbrachte, wurden die Amplifikate der mit „*“ gekennzeichneten VH1-, VH2-, VH3- und
VH4-Transkripte aus den Kolonbiopsien I bzw. II vor ihrer Sequenzierung zunächst
kloniert. Wie im folgenden dargestellt wird, ließen sich mittels dieses Ansatzes auch
bei diversen VH-Familien zahlreiche identische sowie klonal verwandte Rezeptorrear-
rangements in verschiedenen Darmabschnitten nachweisen. Die Sequenzanalysen
erbrachten zudem, daß
a) intestinale Schwerkettentranskripte in hohem Maße somatischen Mutationen
unterlagen
b) die Übergangsbereiche der Untereinheiten-kodierenden Gensegmente komplex
strukturiert waren und ausnahmslos „N“-Nukleotidadditionen aufwiesen.
Tabelle 14 faßt die Daten zusammen, welche wir durch Sequenzierung der in Abb.34
markierten dominanten Transkripte des intestinalen und peripheren IgA-Schwerket-
ten Repertoires erhielten. Identische CDR3-Rearrangements in korrespondierenden
Kolonbiopsien oder PBMC-Fraktionen sind dadurch gekennzeichnet, daß beide Spal-
ten im rechten Teil der Tabelle ein „x“ aufweisen. Klonal verwandte Nukleotidsequen-
zen tragen ein „*“. Es ließen sich keine Transkripte identifizieren, die nicht im korrek-
ten Leseraster vorlagen. Sämtliche IgA-Sequenzdaten sind über EMBL/GenBank/
DDBJ unter den accession numbers AF267756 - AF267808 einzusehen.A.Hennemann Ergebnisse
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5.5.3 Das IgA VH-Repertoire des peripheren Blutes ist ebenfalls oligo-
klonal, jedoch von dem des Kolons verschieden
Unsere CDR3-Längenanalysen peripherer IgA-Transkripte ließen unabhängig von
der untersuchten VH-Familie bei nahezu sämtlichen untersuchten Blutproben zahlrei-
che klonale Expansionen erkennen (vgl. Abb.34). Darüber hinaus erbrachten die an-
hand korrespondierender Proben in Doppelbestimmung durchgeführten Analysen je-
weils sehr ähnliche CDR3-Profile beziehungsweise identische Schwerkettenrearran-
gements peripherer, IgA exprimierender B-Lymphozyten (vgl. Tab.14: PBL I bzw. II).
Indessen unterschieden sich die CDR3-Profile peripherer IgA B-Lymphozyten in den
meisten Fällen grundlegend von denen des Kolons. Die vereinzelte Existenz domi-
nanter Banden identischer CDR3-Länge innerhalb des Kolons und der Peripherie
ließ vermuten, daß zumindest partiell Überlappungen der Rezeptor Repertoires bei-
der Kompartimente bzw. identische VH-Rearrangements bestehen könnten. Aller-
dings erbrachten DNA-Sequenzanalysen korrespondierender dominanter Transkripte
unterschiedlicher Kompartimente den Beweis dafür, daß dies nur vereinzelt der Fall
war (vgl. Tab.14/15):
Tab.15: IgA-Transkripte, welche sowohl innerhalb des Kolons als auch im peripheren Blut
nachgewiesen werden konnten
Patient VH-Familie CDR3-Länge Sequenz
G2 VH6 11 IgA5630
G3 VH6 10 IgA5016
5.5.4 Der ermittelte Klonalitätsgrad von VH-Repertoires hängt innerhalb
weiter Grenzen nicht von der Gesamtzahl analysierter B-Zellen ab
Lediglich 2 - 7% der zirkulierenden B-Lymphozyten exprimieren Oberflächenrezepto-
ren des Isotyps IgA (239). In Anbetracht dieser Tatsache mußte ausgeschlossen
werden, daß durch die Analyse zu kleiner, d.h. nicht repräsentativer Zellzahlen Re-
sultate generiert wurden, welche fälschlicherweise auf eine Existenz eingeschränkter
VH-Repertoires schließen ließen. Um den Einfluß dieser möglichen systematischen
Fehlerquelle zu quantifizieren, wurden zunächst B-Lymphozyten aus dem Blut zweier
weiterer gesunder Kontrollpersonen (K1 und K2, vgl. 3.2.1.) selektiv angereichert. DaErgebnisse A.Hennemann
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der Differenzierungs„marker“ CD19 für prä- B-Zellen, gereifte aktivierte sowie „Ge-
dächtnis“ B-Lymphozyten charakteristisch ist, ließen sich diese Subtypen unter Ein-
satz entsprechender Antikörperkonjugate rasch und zudem hochspezifisch (99,9%)
von CD45-positiven T-Lymphozyten separieren (vgl. unter 3.2, S. 53 f.f.). Aus der
angereicherten B-Zellfraktion wurde Gesamt-RNA isoliert und diese in semiquantita-
tiven RT-Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzt, wobei die aus Gesamt-PBMC
gewonnene cDNA als Referenz diente. Die quantitative Beziehung zwischen den in
Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzten Volumina an cDNA und der hiermit korre-
lierenden Anzahl von B- bzw. T-Lymphozyten ist im Abschnitt 3.2.2 erläutert.
Wie Abb.35 dokumentiert, erbrachten die aus PBMC sowie der CD19-Fraktion syn-
thetisierten cDNA-Präparationen in VH6-spezifischen Polymerase-Kettenreaktionen
identische CDR3-Profile, obwohl die CD19-Fraktionen der Personen K1 und K2 etwa
10-fach höhere Konzentrationen an B-Lymphozyten (~ 3,3 x 10
5) aufwiesen als die
entsprechenden PBMC-Fraktionen. Durch serielle Verdünnung der cDNA-Matrizen
aus PBMC von K1 und K2 ließ sich zeigen, daß die CDR3-Profile über einen sehr
großen Konzentrationsbereich hinweg stabil blieben und sich keine qualitativen Ver-
änderungen des jeweiligen VH6-Repertoires zeigten. Diese Konzentrationsunabhän-
gigkeit konnte ferner durch Amplifikation der VH2-Transkripte peripherer B-Lympho-
zyten bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Im Falle der Patienten G1, G2, G3 und
G4 lagen die in RT-Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzten B-Zellzahlen etwa um
den Faktor 10
2 niedriger als in den CD19-Fraktionen der Kontrollpersonen K1 bzw.
K2. Da die analysierten Kolonbiopsien außerordentlich geringe Dimensionen aufwie-
sen, war eine unmittelbare Quantifizierung der in ihnen enthaltenen B-Lymphozyten
nicht möglich. Jedoch erbrachten VH6-spezifische Kontrollreaktionen, bei denen die
cDNA aus dem Kolon des Patienten G1 stufenweise bis zu 10
2-fach verdünnt wurde
im „CDR3-Spectratyping“ ebenfalls identische VH-Profile (vgl. Abb.35).A.Hennemann Ergebnisse
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Abb.35: Der Klonalitätsgrad des IgA-Schwerkettenrepertoires ist nicht abhängig von der
Anzahl untersuchter B-Lymphozyten
VH6-spezifische PCR-Produkte der Kontrollpersonen K1 und K2 sind im linken Teil
der Abbildung 35 dargestellt, wobei die Fraktionen CD19-positiver Zellen zirka 10-
fach höhere B-Zelltiter als die entsprechenden PBMC-Fraktionen (= 1x) enthielten.
Die stufenweise Verdünnung (40- bzw. 400-fach) der aus PBMC isolierten und in
Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzten Matrizen-cDNA erbrachte in der denatu-
rierenden PAGE identische CDR3-Profile. Auch im Fall der cDNA, welche aus dem
Kolon des Patienten G1 synthetisiert wurde, ließ sich durch 100-fache Verdünnung
der PCR-Matrize keine qualitative Verschiebung des VH6 CDR3-Profils erzielen.
5.5.5 Das Rezeptor Repertoire IgM exprimierender B-Zellen ist innerhalb
des  Kolons  eingeschränkt, im Fall peripherer B-Lymphozyten hin-
gegen polyklonal
Unsere CDR3-Längenanalysen erbrachten, daß die Schwerkettenrepertoires IgM ex-
primierender B-Lymphozyten innerhalb des Kolons in ähnlichem Maße eingeschränkt
waren, wie dies für intestinale IgA B-Zellen gezeigt wurde. Analog hierzu wiesen die
Vertreter der VH3-Familie auch bei den IgM exprimierenden B-Lymphozyten das
größte Ausmaß an Diversität auf (vgl. Abb.36, S. 124). Im Gegensatz zu peripheren
IgA B-Zellen waren die VH-Profile zirkulierender IgM B-Lymphozyten polyklonal, so
VH6
K1    K2  G1
Verdünnungs-
faktorErgebnisse A.Hennemann
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daß die CDR3-Längenanalysen zumeist typische Normalverteilungskurven erbrach-
ten. Dennoch fanden sich Ausnahmen von der Regel:
a) Die Analyse peripherer IgM VH1-Transkripte des Patienten G2 ließ ein annä-
hernd monoklonales CDR3-Profil erkennen (CDR3-Länge 11).
b) Das IgM VH7-Repertoire peripherer B-Lymphozyten war häufig limitiert.
Darüber hinaus zeigte sich, daß die CDR3-Profile peripherer und intestinaler IgM
VH7-Transkripte einer Person vielfach nicht übereinstimmten. Da VH7-spezifische
Polymerase-Kettenreaktionen zumeist sehr niedrige Produktausbeuten erbrachten
wurde vermutet, daß diese VH-Familie nur mit geringer Rate exprimiert wird. Analog
zur oben beschriebenen Vorgehensweise wurden alle in Abbildung 36 mit Nummern
bezeichneten dominanten DNA-Banden des intestinalen und peripheren IgM Schwer-
kettenrepertoires aus der Gelmatrix isoliert und direkt sequenziert. Vergleichbar mit
IgA B-Zellen ließen sich innerhalb von Kolonbiopsien, welche aus räumlich weit von-
einander entfernten Mukosaarealen stammten zumeist übereinstimmende CDR3-
Profile identifizieren. Durch direkte Sequenzierung dominanter Banden nahezu sämt-
licher VH-Familien gelang der Nachweis, daß in korrespondierenden Gewebeproben
identische sowie klonal verwandte Transkripte rearrangierter, IgM VH-Ketten kodie-
render Gensegmente existierten, welche zumeist extensive somatische Mutationen
aufwiesen. Analog zur Tab.14 sind identische CDR3-Rearrangements korrespondie-
render  Kolonbiopsien oder PBMC-Fraktionen in Tab.16 dadurch gekennzeichnet,
daß  beide Spalten im rechten Teil der Tabelle ein „x“ aufweisen. Sämtliche IgM-
Sequenzdaten sind über EMBL/GenBank/DDBJ unter den accession numbers
AF267809 - AF267847 erhältlich.A.Hennemann Ergebnisse
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Abb.36: „CDR3-Spectratyping“ intestinaler und peripherer VH1 - VH7-Transkripte IgM
exprimierender B-Lymphozyten der gesunden Kontrollpatienten G1 - G4
G1 G2    G3   G4
CDR3-Länge
in AAErgebnisse A.Hennemann
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5.5.6 Innerhalb des Kolons lassen sich vereinzelt B-Lymphozyten nach-
weisen, die einen Klassenwechsel vollzogen haben
Die CDR3-Längenprofile intestinaler IgA- und IgM-Repertoires unterschieden sich
signifikant voneinander, wobei dominante IgM-Banden mehrheitlich andere CDR3-
Längen aufwiesen als dominante IgA VH-Transkripte (vgl. Abb.34/36). Abbildung 37
demonstriert anhand einer Kolonbiopsie des Patienten G3, daß sich innerhalb der
VH4-, VH5- und VH6-Familie dennoch vereinzelt dominante IgA- und IgM-Banden
identifizieren ließen, welche identische CDR3-Längen besaßen:
Abb.37: Intestinale IgM B-Lymphozyten, die einen Isotypwechsel vollzogen haben,
können mittels „CDR3-Spectratyping“ identifiziert werden
CDR3-
Länge
VH4V H5   V H6
  IgM  IgA    IgM  IgA  IgM IgAErgebnisse A.Hennemann
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Im oberen Teil der Abbildung 37 sind die CDR3-Profile intestinaler IgM- und IgA-
Transkripte aus den VH4 - VH7-Familien des Patienten G3 dargestellt, die wir parallel
mittels denaturierender PAGE analysierten. Dominante DNA-Banden übereinstim-
mender Länge, welche potentiell identische CDR3-Domänen repräsentierten, wurden
aus der Gelmatrix isoliert und direkt oder - wie im Fall von IgA VH4 („11*“) - nach
vorangegangener Klonierung sequenziert. Unsere DNA-Sequenzanalysen korres-
pondierender dominanter IgM-/IgA-Banden übereinstimmender CDR3-Länge (untere
Teilabbildung) führten zur Identifizierung zweier identischer VH6- sowie eines Paares
klonal verwandter VH4-Transkripte. Da sich innerhalb ihrer CDR3-Domänen Überein-
stimmungen bezüglich zahlreicher Nukleotidsubstitutionen nachweisen ließen war
anzunehmen, daß die entsprechenden IgA-Transkripte durch Klassenwechsel eines
IgM exprimierenden B-Zellklons entstanden, der zuvor im Rahmen einer antigenver-
mittelten Affinitätsreifung somatische Mutationen akkumuliert hatte. Dieser Befund
besaß jedoch eindeutig Ausnahmecharakter, da sich bei keinem weiteren diesbezüg-
lich untersuchten Patienten vergleichbare Überlappungen der Gensegmentüber-
gangsbereiche nachweisen ließen. So erbrachte z.B. die Sequenzanalyse der
korrespondierenden VH5-Transkripte IgM5021 und IgA5487 abweichende CDR3-
Domänen (vgl. Tab.17). Im Fall des Patienten G1 wurde eine singuläre DNA-Bande
des polyklonalen IgA VH1-Repertoires subkloniert (CDR3-Länge 15, Kolon I + II, vgl.
Abb.34). Von den innerhalb dieser Bande identifizierten 9 verschiedenen VH1-
Transkripten (vgl. Tab.19, S. 129) stimmte indessen keine einzige mit den dominie-
renden IgM-Transkripten der äquivalenten CDR3-Länge überein.
Tab.17: Vergleich der CDR3-Domänen korrespondierender dominanter IgM-/IgA-Trans-
kripte im Hinblick auf einen durchlaufenen Isotypwechsel
Patient VH-Familie CDR3-Länge IgM-/IgA-Transkripte Vergleich der
Nukleotidsequenzen
G1 VH5 08 IgM5611 / IgA5415 divergente   Transkripte
G2 VH4 11 IgM5529 / IgA5748-10*,
IgA5748-13*, IgA5749-11*
klonal verwandte Transkripte
“ VH5 12 IgM5021 / IgA5487 divergente   Transkripte
“ VH6 07 IgM5519 / IgA5019 identische  Transkripte
G3 VH5 12 IgM5021 / IgA5487 divergente   Transkripte
G4 VH4 18 IgM5523 / IgA5135 divergente   TranskripteA.Hennemann Ergebnisse
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5.5.7 Klonal expandierte B-Zellpopulationen beschränken sich nicht auf
kleine VH-Familien
Im Gegensatz zu kleinen VH-Familien war bei den diversen IgVH-Familien eine direk-
te Sequenzierung dominanter DNA-Banden oftmals nicht möglich. In zirka 50% aller
Fälle wurde aufgrund der Tatsache, daß innerhalb einer dominanten DNA-Bande
zahlreiche Transkripte konstanter CDR3-Länge, aber divergenter Zusammensetzung
vorlagen keine eindeutige Nukleotidsequenz erhalten. Um Schwierigkeiten bei der
Bestimmung von Basenabfolgen zu umgehen, die aus Überlagerungen multipler
Transkripte resultierten, wurden acht individuelle CDR3-Banden der VH1 - VH4-Fami-
lien aus je 2 Kolonbiopsien, die in Abb.34 mit „*“ gekennzeichnet sind aus der Gel-
matrix isoliert und die PCR-generierten Amplikons nach vorangegangener Subklonie-
rung sequenziert. Tabelle 19 faßt die Resultate dieser Versuchsreihe zusammen.
Potentielle DH-Segmente wurden unterstrichen, somatische Mutationen innerhalb der
VH- sowie der JH-Regionen grau unterlegt. Divergente Nukleotide in klonal verwand-
ten Sequenzen sind eingerahmt. Die Ziffern im rechten Teil der Tab.19 beziehen sich
auf den Anteil der jeweiligen Sequenz an der Gesamtpopulation. Es zeigte sich, daß
identische oder klonal verwandte VH1-, VH2-, VH3- und VH4-Transkripte in parallel
entnommenen Mukosabiopsien mit hohen Frequenzen auftraten. Insgesamt führten
die Sequenzanalysen klonierter VH3-Transkripte der CDR3-Länge 11 aus dem Kolon
des Patienten G3 zur Identifizierung von 36 Nukleotidsequenzen, von denen 14
(39%) entweder repetitiv oder klonal verwandt waren. Darüber hinaus konnten mittels
dieser Technik auch klonal verwandte IgA-Transkripte innerhalb dominanter Banden
der VH1-, der VH2- sowie der VH4-Familie nachgewiesen werden. Nur in wenigen
Fällen erbrachten die Analysen dominanter Banden übereinstimmender CDR3-Länge
abweichende VH-Rearrangements:
Tab.18: Abweichende IgVH-Transkripte innerhalb korrespondierender CDR3-Banden
Patient Transkript VH-Familie CDR3-Länge abweichende
Sequenzen
G1 IgA VH4 03 IgA5505
IgA5503
G2 IgM VH3 11 IgM5570
IgM5569
““VH5 09 IgM5599
IgM5598Ergebnisse A.Hennemann
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Abgesehen von den in Tab.18 dargestellten Ausnahmen ließen die DNA-Sequenz-
analysen korrespondierender dominanter VH-Transkripte erkennen, daß klonal ver-
wandte VH-Rearrangements in nahezu sämtlichen parallel entnommenen Kolonbiop-
sien eines gegebenen Individuums existierten. Auch die DNA-Sequenzanalysen
dominanter IgA-Transkripte zeitgleich isolierter PBMC erbrachten identische CDR3-
Sequenzen; jedoch ließen sich kaum Hinweise auf klonale Beziehungen zu intes-
tinalen IgA-Repertoires finden. Alle abgebildeten Nukleotidsequenzen sind über
EMBL/Gen Bank/DDBJ unter den accession numbers AF267068 - AF267114 sowie
AF280061 - AF280064 (IgA-VH2) erhältlich.
5.5.8 Ein hoher Prozentsatz aller somatischen Basensubstitutionen stellt
stille Mutationen dar oder führt zum Ersatz durch Aminosäuren, die
vergleichbare physikochemische Eigenschaften besitzen
Durch direkte Sequenzierung sowie Subklonierung definierter CDR3-Längen aus kor-
respondierenden Kolonbiopsien ließen sich insgesamt 12 Gruppen intestinaler IgA-
bzw. IgM-Transkripte unterscheiden, deren Mitglieder untereinander klonal verwandt
waren. EDV-gestützte Translationen der identifizierten Nukleotidsequenzen ergaben,
daß 51% aller Basensubstitutionen (n = 76) stille Mutationen darstellten, während
weitere 20% zum Ersatz durch Aminosäuren führten, die gemäß einer entsprechen-
den Konvention (29) über ähnliche physikochemische Eigenschaften verfügen:
Tab.20: Physikochemische Klassifizierung der Aminosäuren
hydrophob polar sauer basisch
AS L, I, F, M, V, A Q, N, T, S, C D, E R, K, H
Y und H weisen vergleichbare hydrophobe Eigenschaften auf. Q besitzt funktionelle
Ähnlichkeiten mit E bzw. K und R; diese sind einander ambivalent (87). Hingegen
zeigen W, C und F hydrophoben Charakter.Ergebnisse A.Hennemann
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Tab.21: Peptidsequenzen, die anhand der Nukleotidsequenzen klonal verwandter IgA-
bzw. IgM-Transkripte aus parallel entnommenen Biopsien abgeleitet wurdenA.Hennemann Ergebnisse
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Tabelle 21 stellt die Peptidsequenzen klonal verwandter, intestinaler IgA- und IgM-
Transkripte zusammen, welche aus den Tabellen 14 und 19 (IgA) bzw. 16 (IgM) zu
ersehen sind. Anhand des Patienten G3 ließ sich zeigen, daß die 3 klonal verwand-
ten VH3-Transkripte A5740-13, A5741-1 und A5741-26, welche sich in 10 Basen von-
einander unterschieden (vgl. Tab.19) auf Peptidebene lediglich Differenzen bezüglich
zweier Aminosäurereste aufwiesen, welche zudem vergleichbare Eigenschaften
besaßen. Insgesamt waren somit 5 von 11 identifizierten nichtkonservierten Substitu-
tionen funktionell konserviert.
5.5.9 Intestinale und periphere IgM B-Lymphozyten weisen ähnliche
Präferenzen bei der Verwendung von JH-Segmenten auf, unter-
scheiden sich in dieser Hinsicht jedoch signifikant von den
korrespondierenden IgA-Repertoires
Die Mehrzahl der von uns analysierten intestinalen IgA-Schwerkettentranskripte wies
entweder das JH4- (57%) oder das JH3-Segment (23%) auf. Hingegen dominierte bei
den peripheren IgA-Transkripten in 36% aller Fälle das Allel JH6, wobei die Berech-
nungen auf den in den Tabellen 14 bzw. 19 dargestellten Nukleotidsequenzen
basierten.
Abb.38: Expression einzelner JH-Regionen bei intestinalen und peripheren IgA-
TranskriptenErgebnisse A.Hennemann
                                                                                                                                                                                                                                 
132
Demgegenüber fand sich das JH6-Segment nur bei 9% der intestinalen IgA VH-Trans-
kripte. Innerhalb des fetalen sowie des Nabelschnurblutes kann dieses Allel sogar bis
zu 30% vertreten sein (240). Bei intestinalen IgM-Schwerkettentranskripten stellte
JH4 mit einem Anteil von 57% die bevorzugt exprimierte „Joining“-Region dar; JH6
wurde in 18% aller Fälle nachgewiesen. Die von uns für die Verwendung von JH-
Regionen ermittelten Prozentsätze stehen in Einklang mit Daten anderer Arbeits-
gruppen [50% JH4 bzw. 20% JH6 im Fall peripherer IgM VH Transkripte, (241)]. Zwi-
schen intestinalen und zirkulierenden B-Lymphozyten konnten keine signifikanten
Differenzen bezüglich der Expression einzelner JH-Regionen festgestellt werden.Diskussion A.Hennemann
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6. Diskussion
6.1 Das  TCR-Repertoire gesunder Personen
Die vorliegende Arbeit basiert auf vorangegangenen Studien (46; 47) in denen
gezeigt wurde, daß γ/δ T-Zellen im Intestinum erwachsener Individuen ein oligoklona-
les  γ/δ TCR-Repertoire exprimieren. Dieses Phänomen ließ sich sowohl anhand
identischer dominierender als auch weniger prominenter δ-Kettentranskripte nach-
weisen, die über das gesamte Kolon hinweg jeweils uniforme, homogene Verteilun-
gen zeigten, wobei zwischen den γ/δ TCR-Repertoires einzelner Personen gravieren-
de Unterschiede bestanden. Darüber hinaus konnte mit Hilfe der inversen PCR
gezeigt werden, daß neben Vδ1 und Vδ2, welche die dominanten Vδ-Familien im
Darm darstellen, auch Vδ3 sowie γ/δ T-Lymphozyten existieren, die Vα-Genseg-
mente exprimieren. Analysen des intestinalen δ TCR-Repertoires (46; 47), welche
Differenzen zwischen dem CDR3-Profil des Kolons sowie des Duodenums aufzeig-
ten, ließen auf die Existenz charakteristischer, autologer oder exogener Antigene
schließen, die offenbar innerhalb beider Darmabschnitte unterschiedlich sind. Zudem
lieferte die zeitliche Konstanz intestinaler δ TCR-Repertoires einen Hinweis auf die
Stabilität der äquivalenten Liganden. Auch für γ/δ-positive PBMC konnte unabhängig
von der untersuchten DV-Familie ein individuen- und kompartimentspezifisches
oligoklonales δ-Ketten Repertoire nachgewiesen werden, welches über mindestens
15 Monate hinweg keine Veränderungen des jeweiligen CDR3-Profils erkennen ließ.
6.1.1 Entwicklungsabhängige Veränderungen humaner intestinaler -
Ketten Repertoires
Von dem genannten Kenntnisstand ausgehend untersuchten wir die Frage, ob das
humane δ TCR-Repertoire bereits von Geburt an oligoklonale Expansionen einzelner
Rezeptorspezifitäten aufweist oder ob es entwicklungsabhängigen Veränderungen
unterliegt. Unsere experimentellen Daten belegen, daß sich im Verlauf der Entwick-
lung vom Fetus zum erwachsenen Individuum fundamentale Änderungen des intesti-
nalen δ TCR-Repertoires ergeben. Wir konnten zeigen, daß Individuen während der
frühen postnatalen Phase über ein polyklonales δ TCR-Repertoire verfügen, welchesA.Hennemann Diskussion
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sich im Verlauf der ersten beiden Lebensdekaden beträchtlich einschränkt. Somit un-
terstützen unsere Resultate ein Modell welches postuliert, daß γ/δ T-Lymphozyten
eingeschränkte Antigenspektren erkennen. Als adäquate Liganden kommen neben
invarianten körpereigenen Antigenen auch konservierte Oberflächenstrukturen sym-
biontischer Mikroorganismen in Frage. Es ließ sich nachweisen, daß die intestinale
Bakterienflora sehr individuenspezifisch ist und normalerweise über längere zeitliche
Intervalle hinweg keinen Veränderungen unterliegt (242; 243). Bislang ist allerdings
ungeklärt, ob klonale Expansionen einzelner Rezeptorspezifitäten über längere Zeit-
räume als das von uns beobachtete eineinhalbjährige Intervall stabil bleiben.
6.1.2 Die Limitierung des fetalen  TCR-Repertoires beruht auf der
fehlenden TdT-Expression sowie homologieabhängigen Rekom-
binationsereignissen
Die Längenanalysen der intestinalen δ-Kettentranskripte 20 Wochen alter Feten
erbrachten CDR3-Profile, welche zunächst auf die Existenz polyklonaler Rezeptor
Repertoires schließen ließen. Allerdings konnten wir mit Hilfe der DNA-Sequenz-
analyse zeigen, daß die CDR3-Domänen fetaler δ TCR-Transkripte beträchtliche
Limitierungen ihrer Vielfältigkeit aufweisen. Diese Tatsache beruht teilweise darauf,
daß die Gensegmentübergänge der DV2-Transkripte über sehr wenige „N“-Nukleo-
tide verfügen. Dieser Befund steht mit Studien in Einklang, denen zufolge die
Terminale Nukleotidyltransferase (TdT), welche die Insertion matrizenunabhängiger
Basen katalysiert, im humanen Thymus nicht vor Vollendung der 20. SSW exprimiert
wird (244; 245). Andererseits ließen sich bei fetalen δ TCR-Transkripten sowohl
Additionen matrizenabhängiger  „P“-Nukleotide als auch modifizierte Gensegment-
termini nachweisen. Weiterhin beruht die Einschränkung des fetalen δ-Ketten Reper-
toires darauf, daß im Bereich der Gensegmentübergänge keine statistische Ver-
teilung von VDJ-Rearrangements vorliegt, sondern einige δ-Transkripte quantitativ
überrepräsentiert sind, wobei kurze, partiell homologe DNA-Abschnitte offensichtlich
entscheidenden Einfluß auf die Rekombination zwischen DV-, DD- und DJ-Segmen-
ten besitzen. Derartige Mechanismen einer homologievermittelten Rekombination
sind bereits im Fall der IgH- sowie der γ/δ TCR-Transkripte von Mäusen gezeigt
worden (228 - 230), wobei das entsprechende Modell vorsieht, daß Rearrangements
zwischen den Exons der Rezeptor-Untereinheiten kodierenden GensegmenteDiskussion A.Hennemann
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bevorzugt innerhalb partieller DNA-Sequenzüberlappungen stattfinden (228 - 230;
246). Diese „einfachen“ CDR3-Regionen sind vermutlich dafür verantwortlich, daß
wir Überlappungen zwischen den δ TCR-Repertoires verschiedener Feten nachwei-
sen konnten und daß solche Fetus-typischen DV2-Rezeptoren noch bis mindestens
6 Wochen nach der Geburt exprimiert werden können. Vergleiche zwischen unseren
(48) und den von anderen Arbeitsgruppen publizierten DNA-Sequenzdaten (111;
225) erbrachten teilweise Überlappungen der CDR3-Domänen intestinaler δ-Ketten
sowie der δ TCR-Transkripte, welche innerhalb der fetalen Leber (224) sowie des
fetalen Thymus' identifiziert wurden. Somit scheint das fetale δ TCR-Repertoire nicht
kompartimentiert zu sein. Dieser Befund steht in deutlichem Kontrast zu den anhand
adulter DV2-Transkripte gewonnenen Resultaten, welche generell streng individuen-
spezifisch sind und über zahlreiche „N“-Nukleotidadditonen verfügen (47). Die
Existenz identischer, individuen- und kompartimentübergreifender δ TCR-Transkripte
ist in der Vergangenheit bereits bei Mäusen beschrieben worden (226; 227; 247).
Während sich das fetale δ TCR-Repertoire bei Mäusen jedoch vorwiegend aus
wenigen dominierenden kanonischen Transkripten konstituiert, sind entsprechende
Dominanzen im Fall des Menschen nicht nachzuweisen.
6.1.3 Ist das fetale  TCR-Repertoire vorprogrammiert oder unterliegt es
einer antigenvermittelten Selektion ?
Gegenwärtig ist ungeklärt, in welchem Ausmaß gerichtete Rekombinationsereignisse
sowie intrauterine Selektionsprozesse Einfluß auf den Umfang des fetalen δ TCR-
Repertoires besitzen. So können nicht sämtliche Sequenzüberlappungen zwischen
verschiedenen Feten auf das Fehlen der TdT-Aktivität bzw. homologieabhängige
Rekombinationsereignisse zurückgeführt werden. Sowohl unsere als auch die Resul-
tate anderer Arbeitsgruppen, welche δ TCR-Transkripte innerhalb der fetalen Leber
analysierten (248) dokumentieren die Existenz hochkonservierter DV2/DJ1-Segment-
übergänge, welche jeweils hydrophobe, nicht durch die Keimbahn kodierte Amino-
säuren determinieren. Somit liegt ein Hinweis darauf vor, daß selektive Prozesse
eventuell bereits während der fetalen Entwicklungsphase Einfluß auf die Ausprägung
des δ TCR-Repertoires besitzen. Möglicherweise handelt es sich hierbei um körper-
eigene Antigene (vgl. hierzu 6.1.10).A.Hennemann Diskussion
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6.1.4 Die Bedeutung des polyklonalen  TCR-Repertoires während der neo-
natalen Phase
Im Gegensatz zu den oligoklonalen δ TCR-Repertoires Erwachsener (46; 47) erwei-
sen sich die CDR3-Profile Neugeborener durchweg als polyklonal; dieses Charakte-
ristikum bleibt über die ersten Lebensjahre hinweg bestehen. Darüber hinaus besit-
zen die intestinalen δ-Kettentranskripte Neugeborener einen hohen Komplexitäts-
grad, welcher in etwa demjenigen erwachsener Personen entspricht (46; 47). In
dieser Hinsicht unterscheiden sich die intestinalen γ/δ T-Zell Rezeptoren Neugebore-
ner signifikant von denjenigen postnataler Mäuse, bei welchen die Übergangsberei-
che zwischen einzelnen δ-Gensegmenten zum Zeitpunkt der Geburt einen niedrigen
Komplexitätsgrad aufweisen. So finden sich innerhalb der CDR3-Domänen neugebo-
rener Mäuse beispielsweise keine „N“-Nukleotidadditionen; diese treten erst ab dem
3. bis 5. postnatalen Lebenstag auf, wobei eine Korrelation mit der zeitgleich ein-
setzenden TdT-Expression besteht (249).
6.1.5 Das genetische Potential zur Generierung von Rezeptorspezifitäten
ist zum Zeitpunkt der Geburt ausgeschöpft
Bis zum Zeitpunkt der Geburt ist das intestinale Immunsystem vermutlich weitgehend
von prägenden Einflüssen körperfremder Antigenstrukturen abgeschirmt. Die Tatsa-
che, daß neonatale γ/δ T-Lymphozyten ihr genetisches Potential zur Generierung von
Rezeptorspezifitäten in starkem Maße ausschöpfen, ermöglicht Selektionsprozesse
auf die unterschiedlichsten Antigene. Allerdings muß in diesem Zusammenhang da-
rauf hingewiesen werden, daß unsere Daten keinerlei Aufschluß darüber geben, ob
die polyklonalen δ TCR-Repertoires Neugeborener nicht ursächlich auf γ/δ T-Lym-
phozyten zurückzuführen sind, welche sich primär innerhalb des Thymus' oder der
fetalen Leber (224) differenzieren und sekundär in den neonatalen Intestinaltrakt
einwandern. Im Gegensatz zur fetalen Leber besteht nämlich noch weitgehende
Unklarheit darüber, ob auch der Darm einen Ort der extrathymischen T-Zellentwick-
lung darstellt (250).Diskussion A.Hennemann
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6.1.6 Die Bedeutung der zunehmenden Einschränkung des  TCR-
Repertoires während der postnatalen Entwicklungsphase
Bei den von uns untersuchten 14 bis 17jährigen Kontrollpersonen waren oligoklonale
δ TCR-Repertoires weit verbreitet; darüber hinaus fanden sich auch bei einigen der
jüngeren Individuen Hinweise auf beginnende Einschränkungen des intestinalen δ
TCR-Repertoires. Diese Befunde korrelieren mit den Resultaten der genannten Vor-
arbeiten (46; 47) sowie Studien anderer Arbeitsgruppen (110; 231), denen zufolge
das Rezeptor Repertoire zirkulierender γ/δ T-Lymphozyten gesunder Personen eben-
falls oligoklonal ist, wobei entsprechende Einschränkungen teilweise schon im Alter
von 3 Jahren nachweisbar sind (110; 231). Analog hierzu läßt auch das Rezeptor
Repertoire peripherer, CD8
+ α/β T-Lymphozyten gesunder Personen zwischen dem
10. und 14. Lebensjahr klonale Expansionen erkennen (251). Somit findet die Ein-
schränkung des humanen δ TCR-Repertoires bereits vor Beginn der Thymusinvolu-
tion statt wobei ungeklärt ist, inwieweit dieses primäre lymphoide Organ über das 3.
Lebensjahr hinaus zur Generation bzw. zum Export von γ/δ T-Lymphozyten befähigt
ist.
Bei Mäusen sind dominante γ/δ T-Zellklone innerhalb der Haut, den mukosalen Ober-
flächen des Reproduktionstraktes sowie des Zungenepithels nachweisbar (114; 115;
252). Die δ-Kettentranskripte dieser Lymphozytenpopulationen zeichnen sich da-
durch aus, daß die Übergangsregionen zwischen den Gensegmenten unmodifizierte,
in Keimbahnkonfiguration vorliegende Exons enthalten und nur minimale Insertionen
matrizenunabhängiger „N“-Nukleotide aufweisen (114; 115; 228; 252; 253). Deshalb
nimmt man an, daß die beobachteten Einschränkungen des Rezeptor Repertoires
auf festgelegten, bzw. vorprogrammierten Rekombinationsereignissen zwischen den
beteiligten Gensegmenten beruhen, welche möglicherweise innerhalb des Thymus'
stattfinden (228; 253). Im Gegensatz hierzu weist der im Rahmen unserer Arbeiten
(46; 47; 48) ermittelte hohe Komplexitätsgrad intestinaler δ-Kettentranskripte bei
Neugeborenen und Erwachsenen darauf hin, daß vorprogrammierte Rekombina-
tionsereignisse bei der Entwicklung humaner Rezeptor Repertoires nur untergeord-
nete oder gar keine Rolle spielen.A.Hennemann Diskussion
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6.1.7 Die homogene Verteilung des  TCR-Repertoires weist auf eine
Rezirkulation dominanter T-Zellklone hin
Unsere experimentellen Daten unterstützen die Hypothese, wonach homogene Ver-
teilungen einiger weniger Rezeptorspezifitäten das Resultat populationsdynamischer
Ereignisse darstellen. Es ist anzunehmen, daß definierte γ/δ T-Zellklone, die auf-
grund permanenter Rezeptor/Ligand-Wechselwirkungen selektiert und zur Prolifera-
tion angeregt wurden permanent rezirkulieren und schließlich umfangreiche Areale
eines funktionellen Darmabschnittes besiedeln. In Anbetracht des hohen Komplexi-
tätsgrades der CDR3-Domänen Erwachsener ist die Möglichkeit, daß die sukzessive
Limitierung der Repertoiregröße auf kontinuierlichen, in situ erfolgenden Rekombina-
tionsprozessen zwischen DV-, DD- und DJ- Gensegmenten beruhen könnte, aus sta-
tistischen Gründen sehr unwahrscheinlich. In diesen Fall wären aufgrund des riesi-
gen genetischen Potentials zur Generierung von Rezeptorspezifitäten prinzipiell poly-
klonale Verteilungsmuster zu erwarten. Außerdem läßt die über bedeutende räumli-
che Distanzen sowie mittelfristige zeitliche Intervalle hinweg bestehende Konstanz
des humanen δ TCR-Repertoires vermuten, daß diejenigen γ/δ T-Zellklone, welche
im Intestinum vorherrschen, bereits zu Beginn ihrer räumlichen Expansion positiven
Selektionsprozessen unterlagen. Vermutlich existieren in jedem funktionellen Kom-
partiment des Organismus' definierte immunogene Strukturen, welche mit den anti-
genbindenden Rezeptordomänen ortsansässiger γ/δ T-Lymphozyten interagieren und
somit letztendlich deren Topologie prägen. Auch die individuellen dominanten δ TCR-
Transkripte peripherer γ/δ T-Zellen, deren Existenz bereits in der Vergangenheit von
anderen Arbeitsgruppen bestätigt werden konnte (110), legen dies nahe. Die homo-
gene Verteilung intestinaler CDR3-Längenprofile liefert einen wichtigen Hinweis da-
rauf, daß die Rezirkulation antigenselektierter Klone bedeutenden Einfluß auf die
Ausprägung adulter δ TCR-Repertoires besitzt. Würden aktivierte γ/δ T-Zellen ledig-
lich lokal expandieren und nicht rezirkulieren, so sollte man in räumlich weit vonein-
ander entfernten Arealen eines funktionellen Kompartimentes divergente T-Zellpopu-
lationen erwarten.Diskussion A.Hennemann
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6.1.8 Analyse des  TCR-Repertoires hinsichtlich konservierter Sequenz-
motive
Aufgrund der signifikanten Einschränkungen humaner δ TCR-Repertoires analysier-
ten wir unsere Datensätze peripherer und mukosaler δ-Kettentranskripte nach voran-
gegangener EDV-gestützter Translation hinsichtlich der Frage, ob möglicherweise
auf Peptidebene konservierte Motive existieren. Entsprechende Studien anderer Ar-
beitsgruppen zeigten, daß das erste Basentriplett innerhalb der CDR3-Domäne bei
über 90% aller analysierten peripheren DV1/DJ1-Transkripte für hydrophobe Amino-
säurereste wie V, L oder I kodiert (254; 255). Da die genannten Aminosäurereste
vorwiegend von matrizenunabhängigen „N”-Nukleotiden und nicht von Gensegmen-
ten in Keimbahnkonfiguration determiniert werden, nimmt man eine ligandenvermit-
telte positive Selektion von T-Zellen an. Daß solche antigenabhängigen Selektions-
mechanismen großen Einfluß auf die Ausprägung von TCR-Repertoires nehmen
können, wurde bereits anhand der β-Kettentranskripte von Mäusen gezeigt, welche
zuvor mit Zytochrom C immunisiert worden waren (256). Obwohl unsere Resultate
nicht im Widerspruch zu diesen Befunden standen, ließen sich mittels der EDV-
gestützten Vergleiche zwischen den translatierten Nukleotidsequenzen humaner δ-
Kettentranskripte keine weiteren konservierten Aminosäuremotive nachweisen.
Weiterhin wurden die Längen und die Variabilität der translatierten CDR3-Domänen
von δ TCR-Transkripten miteinander verglichen, welche unterschiedlichen DV-Subfa-
milien angehörten. Im Rahmen dieser Untersuchungen ließ sich zeigen, daß die anti-
genbindende Domäne von DV2/DJ1-Arrangements beträchtlich kürzer als diejenige
der DV1/DJ1-Transkripte ausfällt (47). Da die beobachteten Differenzen jedoch un-
abhängig davon sind, ob die analysierten T-Lymphozyten aus mukosalen Oberflä-
chen oder dem peripheren Blut stammen, repräsentieren sie vermutlich die Tat-
sache, daß sich das TCRDD2-Segment nur mit niedriger Frequenz unter Vδ2/Jδ1-
Rezeptoren findet. Da die beobachteten Längenunterschiede zudem unabhängig
davon sind, ob funktionelle oder nichtfunktionelle T-Zell Rezeptoren analysiert wer-
den, beruhen sie mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht auf selektiven Einflüssen.
Darüber hinaus wurde deutlich, daß intestinale und periphere δ TCR-Transkripte über
keine bevorzugte CDR3-Länge verfügen.A.Hennemann Diskussion
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6.1.9 Fetale und neonatale -Kettentranskripte unterscheiden sich vom
adulten   TCR-Repertoire bezüglich der Verwendung von DJ-
Gensegmenten
Sowohl die δ TCR-Transkripte von Feten als auch neugeborener Individuen expri-
mieren das DJ2- sowie das DJ3-Segment mit deutlich höherer Frequenz als die γ/δ
Rezeptoren erwachsener Personen (46; 47). Da das DJ2- bzw. das DJ3-Segment
zwischen ein bis drei Aminosäuren mehr als das DJ1-Segment kodiert (91), ermög-
licht die Verwendung unterschiedlich langer DJ-Segmente theoretisch auch in
Abwesenheit von „N“-Nukleotiden eine hohe Variabilität der CDR3-Region. Eventuell
ist die Länge der CDR3-Region während der fetalen Entwicklungsphase von ent-
scheidender Bedeutung; in diesem Fall ließe sich die erhöhte Expressionsrate des
DJ3-Segmentes als kompensatorischer Effekt interpretieren.
6.1.10 Möglichkeit einer Selektion gegen bisher unbekannte (Eigen-)
Antigene
Da sich bereits im Alter von 14 - 17 Jahren weitreichende Einschränkungen des in-
testinalen CDR3-Profils zeigen und kaum qualitative Unterschiede zu den Repertoi-
res 70 - 80jähriger Personen bestehen ist anzunehmen, daß die zugrundeliegenden
Faktoren primär während der ersten beiden Lebensdekaden wirksam werden. Bis-
lang ist jedoch nicht bekannt, welches Ligandenspektrum von γ/δ T-Zellen in vivo
während der fetalen oder der adulten Lebensphase erkannt wird und für die beob-
achteten Repertoireeinschränkungen verantwortlich sein könnte. Somit kann nicht
ausgeschlossen werden, daß die umfangreichen Veränderungen des humanen δ
TCR-Repertoires entwicklungsabhängige strukturelle Änderungen körpereigener
Liganden repräsentieren. Als potentielle Eigenantigene für Vδ1-positive intestinale
T-Lymphozyten werden derzeit die MHC Ib-Klasse verwandten Oberflächenantigene
MICA und MICB diskutiert (43; 45), deren Expression unter der Kontrolle HSP70
ähnlicher Promotoren steht (44) und in Streßsituationen wie bakteriellen Infektionen
oder entzündlichen Prozessen hochreguliert wird (44). Vermutlich selektiert jedes
Individuum aus dem ihm zur Verfügung stehenden Repertoire diejenigen Rezep-
toren, welche die höchste Affinität zum gegebenen Epitop besitzen. Aufgrund der
gewaltigen Rekombinationsmöglichkeiten von γ/δ T-Zellen, welche die gesamte ZahlDiskussion A.Hennemann
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aller T-Lymphozyten bei weitem überschreiten ist denkbar, daß verschiedene
Individuen die gleichen antigenen Determinanten mittels ihrer dominanten γ/δ TCR
„sehen“, hierfür jedoch unterschiedliche Rezeptoren verwenden.
Sowohl die absolute Länge als auch die Variabilität innerhalb der CDR3-Domäne von
γ/δ T-Lymphozyten übersteigt diejenige von α/β T-Zellen beträchtlich und zeigt darü-
ber hinaus große strukturelle Ähnlichkeiten zu den antigenbindenden Rezeptorunter-
einheiten von Immunglobulin-Schwerkettentranskripten (IgH). Deshalb wird diskutiert,
daß γ/δ T-Lymphozyten über ähnliche Mechanismen der Antigenerkennung verfügen
wie Immunglobuline; möglicherweise erstrecken sich die Gemeinsamkeiten sogar auf
die chemische Substanzklasse der erkennbaren Strukturen (59).
6.2 Das Rezeptor Repertoire kutaner  T-Lymphozyten
Da sowohl der Intestinaltrakt als auch die Haut quantitativ bedeutende Grenzflächen
des Organismus' darstellen, welche kontinuierlich mit einer gewaltigen Anzahl ver-
schiedenartigster Antigene konfrontiert werden, kommt den immunologischen Ab-
wehrmechanismen beider Organsysteme eine besondere Bedeutung zu (257). Im
Rahmen unserer Studien ließ sich zeigen, daß intradermal lokalisierte γ/δ T-Lympho-
zyten bei gesunden erwachsenen Personen ein oligoklonales, stark limitiertes δ TCR-
Repertoire aufweisen. Die beobachtete Einschränkung der Repertoiregröße ist ver-
mutlich darauf zurückzuführen, daß sich die intradermalen γ/δ Lymphozyten eben-
falls auf die Erkennung charakteristischer, möglicherweise streßinduzierbarer Eigen-
antigene spezialisiert haben. In diesem Fall müßten sie theoretisch dazu in der Lage
sein zwar indirekt, aber rasch und effizient auf große Spektren pathogener Faktoren
zu reagieren, ohne daß hierzu die Expression vielfältiger Rezeptorspezifitäten nötig
wäre. Diese Annahme steht mit neueren Publikationen in Einklang, wonach humane
intestinale  DV1-positive T-Lymphozyten nicht durch exogene Strukturen, sondern
von körpereigenen, MHC I-Klasse ähnlichen Oberflächenantigenen aktiviert werden
(43; 45). Von daher implizieren oligoklonale γ/δ TCR-Repertoires nicht notwendiger-
weise die Existenz maligner Transformationen oder infektiöser Prozesse, sondern
repräsentieren den physiologischen Normalzustand. Die Resultate unserer Unter-
suchungen stehen im Widerspruch zu Studien anderer Arbeitsgruppen, welche
polyklonale Repertoires kutaner γ/δ T-Lymphozyten im Fall gesunder PersonenA.Hennemann Diskussion
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beschrieben und Akkumulationen klonal expandierter γ/δ T-Zellen bei Patienten
dokumentierten, welche granulomatöse Erkrankungen der Haut aufwiesen (119 -
121). Allerdings wurden im Rahmen der genannten Untersuchungen entweder nur
wenige (120) oder überhaupt keine (119) gesunden Personen als Referenz (Kontroll-
gruppe) in die Studien einbezogen. Die von uns bevorzuge Methodik der CDR3-
Längenanalyse liefert prinzipiell ein umfassendes Bild des jeweils exprimierten (δ)
TCR-Repertoires (vgl. 5.1.1). Demgegenüber birgt die von anderen Arbeitsgruppen
verfolgte, alternative Strategie einer mehr oder weniger statistischen Auswahl be-
grenzter Zahlen von Rezeptortranskripten zu Analysezwecken die mögliche Gefahr
nichtrepräsentativer Probenkollektive.
Die von uns analysierten δ-Kettenrepertoires humaner kutaner γ/δ T-Lymphozyten
unterscheiden sich signifikant von entsprechenden δ TCR-Transkripten bei Mäusen,
welche annähernd monospezifisch sind, zahlreiche Sequenzrepetitionen aufweisen
und zudem keine Additionen von „N“-Nukleotiden erkennen lassen (114; 115). Sol-
che, anhand transgener Mäuse gewonnenen Resultate lassen den Schluß zu, daß
deren dendritische, epidermale T-Zellen (DETC) möglicherweise über vorprogram-
mierte T-Zell Rezeptoren verfügen, was den zahlreichen kanonischen Repetitionen
entspräche (253; 258). Ferner konnte an transgenen Mäusen gezeigt werden, daß
sich DETC unabhängig vom jeweils exprimierten γ/δ T-Zell Rezeptor innerhalb der
Haut ansiedeln (253; 258). Demgegenüber stellen die oligoklonalen δ TCR-Repertoi-
res der humanen, intradermalen γ/δ T-Lymphozyten vermutlich das Resultat länger-
fristiger Selektions- und Expansionsprozesse dar. Indessen schließen diese Befunde
nicht aus, daß kutane γ/δ T-Lymphozyten bei Menschen und Mäusen vergleichbare
Aufgaben erfüllen bzw. der Erhalt dieser Zellpopulation von ähnlichen oder gar identi-
schen Strukturen abhängt.
Da sowohl intradermale als auch periphere γ/δ T-Zellen bevorzugt das TCRDV2-
Gensegment exprimieren wurde angenommen, daß die humanen kutanen γ/δ T-Lym-
phozyten möglicherweise keine diskrete Subpopulation darstellen, sondern sich vom
zirkulierenden T-Zellpool herleiten. Hiervon abgesehen, führten an beiden T-Zellpo-
pulationen durchgeführte Untersuchungen zur Identifizierung identischer konservier-
ter Aminosäurereste innerhalb der antigenbindenden CDR3-Domäne (101; 120; 123;
124). Unsere Feinstrukturanalysen intradermaler und peripherer δ TCR-RepertoiresDiskussion A.Hennemann
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ließen indessen distinkte Genarrangements erkennen, deren Vorkommen sich aus-
schließlich auf kutane γ/δ T-Lymphozyten beschränkte. Dennoch ist wahrscheinlich,
daß die Haut und das Blut geringe Anteile identischer, klonal expandierter T-Lympho-
zyten beherbergen, da einige der zirkulierenden PBMC mittels entsprechender
histospezifischer Adressine innerhalb kutaner Mikrogefäße ansässig werden (257).
Weil die Anzahl kutaner γ/δ T-Lymphozyten generell sehr niedrig liegt, ist zudem eine
Beeinflussung der Resultate durch γ/δ
+ PBMC möglich, die in den kutanen Gefäßen
zirkulieren. Aufgrund der Tatsache, daß einige der dominanten CDR3-Banden
exklusiv in Hautbiopsien, hingegen nicht bei der PBMC-Fraktion vorlagen kann als
gesichert gelten, daß die Haut unter physiologischen Normalbedingungen ebenfalls
über eine kompartimentspezifische Subpopulation γ/δ-positiver T-Lymphozyten ver-
fügt.
Es besteht die Möglichkeit, daß kutane γ/δ T-Lymphozyten Gedächtniszellen reprä-
sentieren, wobei die Frage nach den relevanten Antigenen, die ihre Expansion indu-
zierten, offen bleibt. In diesem Zusammenhang werden sowohl ubiquitäre exogene,
histotypische, d.h. auf das kutane Kompartiment begrenzte sowie die oben genann-
ten, HSP verwandten Strukturen (43) diskutiert. So induziert die irreversible Schä-
digung von Keratinozyten, die im Verlauf entzündlicher Prozesse oder neoplastischer
Entdifferenzierungen stattfindet möglicherweise die Expression typischer Streßanti-
gene, welche eine Aktivierung intradermal angesiedelter γ/δ T-Lymphozyten auslöst.
Demzufolge könnte die signifikante Zunahme von γ/δ T-Lymphozyten, welche für
einige entzündliche Hauterkrankungen charakteristisch ist (119 - 121) nicht auf der
Rekrutierung peripherer, sondern einer klonalen Expansion lokaler T-Zellen beruhen.
Da mittels Subklonierungen sowie PCR-gestützer Analysen nur wenige Überlappun-
gen zwischen dominanten δ Rezeptoren peripherer und kutaner T-Lymphozyten
gefunden wurden, kann die Kompartimentierung des humanen γ/δ TCR-Repertoires
als gesichert gelten.
Zusammenfassend läßt sich feststellen, daß sämtliche von uns untersuchten Kom-
partimente (d.h. der Intestinaltrakt, das periphere Blut sowie die Haut) gesunder er-
wachsener Personen über individuelle γ/δ T-Zellpopulationen verfügten, welche be-
deutende Einschränkungen ihrer Rezeptorvielfalt aufwiesen. Es kann davon ausge-
gangen werden, daß das beobachtete Phänomen auch im Fall anderer Organsys-A.Hennemann Diskussion
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teme zutrifft. Diese Aussage wird zudem dadurch gestützt, daß unsere derzeitig
durchgeführten Untersuchungen von δ TCR-Repertoires des Hausschweins (Sus
scrofa) ebenfalls kompartimentspezifische Verteilungsmuster respektive oligoklonale
Expansionen innerhalb der Lunge sowie des Intestinums erkennen lassen.
6.3 Die Rolle von  T-Zellen bei chronisch entzündlichen Darm-
erkrankungen (CED)
Basierend auf der Tatsache, daß sich im Fall der α/β T-Lymphozyten signifikante
Repertoireverschiebungen zwischen entzündlichen sowie nichtentzündlichen Darm-
arealen von M.Crohn-Patienten nachweisen ließen (162; 163) bestand ein ange-
strebtes Ziel unserer Experimente darin, über möglicherweise existierende Verschie-
bungen von δ TCR-Repertoires Rückschlüsse auf die fragliche Beteiligung von γ/δ
T-Zellen am Krankheitsgeschehen, vielleicht sogar auf die krankheitsauslösenden
Faktoren selbst ziehen zu können.
Indessen belegen unsere Daten, daß sich das δ TCR-Repertoire von CED-Patienten
in der Mehrzahl nicht signifikant gegenüber dem Normalzustand unterscheidet. Auch
im Fall der nicht immunologisch assoziierten Divertikulitis ließen sich keine signifikan-
ten Veränderungen des CDR3-Profils diagnostizieren. Von daher verursachen ent-
zündliche Prozesse vermutlich generell keine grundlegende Beeinflussung des
mukosalen δ TCR-Repertoires. Darüber hinaus zeigen unsere Resultate, daß sich
das CDR3-Profil γ/δ
+ PBMC deutlich von dem der entzündlichen Mukosa unterschei-
det und die ursprünglich anhand gesunder Personen entdeckte Kompartimentierung
des δ TCR-Repertoires unabhängig von der Erkrankung bestehen bleibt. Dennoch
kann aus den erhaltenen Resultaten nicht abgeleitet werden, daß γ/δ T-Lymphozyten
generell nicht an der Pathogenese chronisch entzündlicher Darmerkrankungen betei-
ligt sind bzw. keine destruktiven Aktivitäten zeigen. Da mehrere Arbeitsgruppen un-
abhängig voneinander einen signifikanten Anstieg Vδ1-positiver T-Lymphozyten im
peripheren Blut von CED-Patienten nachweisen konnten wird angenommen, daß
sich diese aus dem Darmtrakt herleiten (103; 174), zumal intestinale γ/δ T-Zellen
bevorzugt das TCRDV1-Gensegment exprimieren (33; 84).Diskussion A.Hennemann
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Es existieren mehrere Erklärungsansätze dafür, weshalb Aktivierungen und Expan-
sionen TCRDV1 exprimierender γ/δ T-Lymphozyten (160; 161) stattfinden können,
ohne daß dies einen nachweisbaren Einfluß auf das jeweilige CDR3-Profil besitzen
muß:
Zunächst besteht die Möglichkeit, daß lokale mukosale DV1
+ T-Zellpopulationen,
welche den Darmtrakt bereits unter physiologischen Normalbedingungen dominieren
(33; 47; 84) von körpereigenen, streßinduzierbaren Eigenantigenen aktiviert und zur
Proliferation angeregt werden. Beispielsweise konnte anhand intestinaler DV1
+
T-Lymphozyten gesunder Personen gezeigt werden, daß sich diese spezifisch von
den  nichtklassischen, MHC I-Klasse verwandten Oberflächenantigene  MICA und
MICB aktivieren lassen, welche von gestressten oder geschädigten Epithelzellen
exprimiert werden. Weiterhin könnten  γ/δ T-Lymphozyten im Rahmen einer
„bystander-Funktion“ unspezifisch an der Entstehung und Aufrechterhaltung entzünd-
licher Prozesse beteiligt sein, wobei ihre Aktivierung möglicherweise  über CD3-
unabhängige Mechanismen induziert wird oder über inflammatorische Chemokine
erfolgt, die von anderen immunkompetenten Zellen, beispielsweise α/β T-Lympho-
zyten, sezerniert werden. Ferner ist denkbar, daß innerhalb der entzündeten Muko-
saareale nur wenige krankheitsspezifische γ/δ T-Zellen existieren, welche sich zwar
quantitativ in der Minorität befinden, jedoch dazu befähigt sind, benachbarte γ/δ
T-Lymphozyten unspezifisch zu aktivieren. So ließ sich zeigen, daß wenige autoreak-
tive Zellen innerhalb eines autoimmunen Infiltrates die Kontrolle über die Mehrheit
der unspezifischen Zellen ausüben können (259). Vermutlich sind derart kleine Popu-
lationen spezifischer T-Lymphozyten jedoch mittels unseres experimentellen Ansat-
zes nicht nachweisbar. Außerdem läßt sich die Bedeutung von γ/δ T-Lymphozyten im
Rahmen der Induktion einer oralen Toleranz nachweisen (260) welche auf der Hypo-
reaktivität mukosaler T-Zellen gegenüber ubiquitären Antigenstrukturen basiert (142;
261). Von daher dürften γ/δ T-Zellen sekundär durch entzündliche Prozesse aktiviert
werden und eventuell sogar einen positiven Einfluß auf die Pathogenese von CED
bzw. den Heilungsprozeß ausüben. Diese Hypothese wird durch zahlreiche Studien
bestätigt in denen gezeigt wurde, daß  γ/δ T-Lymphozyten Zytokine sezernieren,
welche die Proliferation sowie die Differenzierung von Epithelzellen unterstützen
(135; 262).A.Hennemann Diskussion
                                                                                                                                                                                    
147
Schließlich ist die Möglichkeit in Betracht zu ziehen, daß das gesamte Intestinum der
CED-Patienten von homogenen Verteilungen aktivierter γ/δ T-Zellklone dominiert
wird, welche sich sowohl innerhalb läsionaler als auch morphologisch unauffälliger
Darmareale befinden und von daher die Identifizierung krankheitsassoziierter Expan-
sionen ausschließen. Wie unsere Untersuchungen von CED-Patienten zeigten, ist
prinzipiell die Möglichkeit gegeben, daß Entzündungen des Gastrointestinaltraktes zu
Veränderungen des δ TCR-Repertoires führen. So konnten wir im Fall eines C.ulce-
rosa-Patienten dokumentieren, das sich dessen δ TCR-Repertoire, welches in der
nichtinvolvierten Mukosa oligoklonal war, innerhalb der entzündlichen Areale zu ei-
nem polyklonalen CDR3-Profil wandelte. In einigen Fällen ließ sich die beobachtete
Verschiebung durch mögliche Akkumulationen peripherer γ/δ T-Lymphozyten inner-
halb des entzündeten Gewebes erklären, da diese ebenfalls ein oligoklonales δ TCR-
Repertoire aufwiesen. Möglicherweise repräsentierten diese Patienten jedoch eine
Subgruppe, welche eine spezielle Pathophysiologie der Erkrankung zeigte. Es exis-
tiert die Auffassung, wonach M.Crohn und C.ulcerosa nicht nur distinkte Erkrankun-
gen darstellen, sondern daß es sich hierbei jeweils um einen Komplex mehrerer ver-
schiedener pathologischer Erscheinungsformen handelt, welche letztendlich alle zur
Entzündung des Gastrointestinaltraktes beitragen (152). Diese Annahme wird durch
entsprechende Tiermodelle gestützt, bei denen verschiedenartigste Beeinflussungen
des Immunsystems zu sehr ähnlichen Ausprägungen entzündlicher Darmerkrankun-
gen führten.  Übereinstimmend hiermit wurde die Existenz krankheitsspezifischer
Expansionen von γ/δ T-Lymphozyten innerhalb der entzündeten Mukosa von Morbus
Crohn-Patienten postuliert und zudem eine vermehrte Verwendung des DJ3-Seg-
mentes beschrieben (237). Doch obwohl die Mehrzahl aller von uns analysierten
M.Crohn-Patienten über oligoklonale δ TCR-Repertoires verfügte, konnten wir keine
gegenüber gesunden Personen gesteigerte Expressionsrate des DJ3-Segmentes
nachweisen.Diskussion A.Hennemann
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6.4 Das Immunglobulin-Schwerketten Repertoire gesunder Personen
6.4.1 Die intestinalen Rezeptor Repertoires gesunder Erwachsener weisen
umfangreiche Expansionen einzelner VH-Transkripte auf
Intestinale Plasmazellen und intraepitheliale T-Lymphozyten stellen vermutlich syner-
gistisch interagierende Komponenten einer „ersten Verteidigungslinie“ dar, welche
darauf ausgerichtet ist, die riesige resorptive Oberfläche des Darmlumens vor invasi-
ven, pathogenen Mikroorganismen zu schützen (17). Sowohl die Funktionen der
Lamina propria Plasmazellen als auch diejenigen der IEL sind untrennbar mit ihrer
Lokalisation innerhalb der Mukosa verknüpft (263), weshalb beide Zellpopulationen
denselben umgebungsabhängigen Einflüssen unterliegen dürften. Da sich γ/δ T-Lym-
phozyten wahrscheinlich auf die Erkennung spezieller Eigenantigene spezialisiert
haben (43; 264) und sekretorische Immunglobuline vorwiegend mit luminalen Anti-
genen interagieren (265) wird die terminale Reifung beider Lymphozytenpopulatio-
nen vermutlich durch divergente Strukturen geprägt. Dennoch ist vorstellbar, daß
sich die humoralen und zellulären Komponenten der mukosalen Immunabwehr ver-
gleichbarer mechanistischer Abwehrstrategien bedienen, zumal die Antigenerken-
nung durch γ/δ T-Lymphozyten derjenigen von Immunglobulinen vergleichbar ist (59).
Unsere Repertoireanalysen humaner IgH-Transkripte bauten auf vorangegangenen
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen auf, welche chromosomale DNA aus Mikro-
biopsien der Lamina propria oder den Peyer’schen Plaques analysierten (178; 266).
Im Rahmen dieser Experimente ließen sich vereinzelt klonal verwandte IgVH4.21-
(V4-34), VH5- und VH6- B-Zellen im Intestinum eines Individuums sowie den
Keimzentren der Lamina propria identifizieren (178; 179; 266; 267). Da PCR-gestütz-
te Untersuchungen chromosomaler Allelenkonfigurationen generell die Verwendung
von Oligonukleotiden ausschließen, welche mit konstanten Gensegmenten hybridi-
sieren, konnte zunächst keine Korrelation zwischen den analysierten VH/DH/JH-
Arrangements und den hiermit assoziierten konstanten Domänen hergestellt werden.
Andererseits war dieser experimentelle Ansatz weitgehend insensitiv gegenüber Ein-
flüssen aktivierter B-Lymphozyten, welche bestimmte Rezeptorarrangements mit
hoher Rate transkribieren und hierdurch fälschlicherweise die Existenz oligoklonaler
Rezeptor Repertoires vortäuschen können. Aufgrund ihres vereinzelten AuftretensA.Hennemann Diskussion
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blieb zunächst unklar, ob es sich bei den verwandten VH-Transkripten um Abkömm-
linge lokaler, aktivierter Lymphozyten oder aber um Mitglieder eines weiträumig
expandierten B-Zellklons handelte. Diese Problematik wird insbesondere anhand der
von  DUNN-WALTERS  et al. durchgeführten Studien deutlich (266), bei denen initial
Polymerase-Kettenreaktionen unter Verwendung eines VH5-spezifischen  „Primers“
sowie eines JH-Region-spezifischen Oligonukleotids durchgeführt wurden. Die Se-
quenzierung der erhaltenen PCR-Produkte führte zur Identifizierung klonaler
Expansionen zweier definierter VH-Transkripte innerhalb eines Darmabschnittes. Um
das Ausmaß dieser Expansionen detaillierter zu analysieren, wurden Polymerase-
Kettenreaktionen durchgeführt, in denen neben dem VH5-spezifischen „Primer“ Oligo-
nukleotide zum Einsatz kamen, welche gegen die CDR3-Domänen der beiden
expandierten IgH-Transkripte gerichtet waren. Die Untersuchung von 8 Biopsien aus
dem Duodenum sowie dem Kolon des betreffenden Patienten führten jedoch nur bei
2 Biopsien zum Nachweis des ersten expandierten Transkriptes. Entsprechende
Analysen von 11 weiteren Biopsien bezüglich der Existenz des zweiten expandierten
Transkriptes erbrachten lediglich bei 4 Biopsien positive Resultate. Generell ließen
die Analysen chromosomaler Rearrangements innerhalb der VH4-, VH5- und VH6-
Familien nur ein geringes Ausmaß sowie heterogene Verteilungen expandierter Klo-
ne entlang des Kolons bzw. des Duodenums erkennen (266). Möglicherweise beruh-
te dieser Befund jedoch auf Mutationen innerhalb der CDR3-Domäne, welche dazu
führten, daß die zu Analysezwecken eingesetzten Oligonukleotide nicht mehr mit der
Zielsequenz hybridisierten.
Demgegenüber belegen unsere Studien, die wir anhand der Transkripte sämtlicher
VH-Untergruppen durchführten, daß räumlich expandierte B-Lymphozytenklone offen-
sichtlich wesentlich weiter verbreitet sind, als bislang angenommen wurde. Allerdings
muß in Betracht gezogen werden, daß die beobachteten Differenzen lediglich eine
Folge der unterschiedlichen experimentellen Strategien darstellen könnten. Da die
antigenbindende Rezeptordomäne zahlreichen somatischen Mutationen unterliegt
besteht prinzipiell die Möglichkeit, daß die Verwendung eines Oligonukleotids, wel-
ches gegen eine definierte CDR3-Domäne gerichtet ist, nicht zur Identifizierung
sämtlicher verwandter VH-Sequenzen führt. Diese Annahme läßt sich aus den Resul-
taten unserer Untersuchungen ableiten, welche innerhalb der CDR3-Regionen klonal
verwandter VH-Transkripte bis zu 8 Basensubstitutionen erkennen ließen. Eine weite-Diskussion A.Hennemann
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re Studie, in deren Rahmen singuläre, IgA oder IgM sekretierende Plasmazellen aus
Mikroresektaten des Dünndarmes isoliert und analysiert wurden, erbrachte sogar kei-
nerlei Hinweise auf klonal expandierte B-Lymphozyten (176). Auch in diesem Fall
beruhten die Abweichungen gegenüber den Ergebnissen unserer Untersuchungen
eventuell auf den unterschiedlichen experimentellen Strategien. Im Gegensatz zu der
von uns favorisierten CDR3-Längenanalyse, welche prinzipiell ein umfassendes Bild
des vorliegenden VH-Repertoires liefert, erlaubt die Analyse einer begrenzten Zell-
zahl nämlich keine Aussagen bezüglich der Verteilung spezieller Klone innerhalb der
Gesamtpopulation.
6.4.2 Dominante VH-Familien verfügen über klonale Expansionen einzelner
Schwerkettentranskripte
Die CDR3-Längenanalysen intestinaler IgA- und IgM-Schwerkettentranskripte ließen
erkennen, daß das Ausmaß der Rezeptordiversität beträchtlich zwischen einzelnen
VH-Familien variiert. So wiesen die CDR3-Profile der großen, 22 Mitglieder umfas-
senden VH3-Familie, welche vorwiegend von intestinalen B-Lymphozyten exprimiert
wird (176; 238) generell eine größere Diversität auf als die der bedeutend kleineren
VH5-, VH6- und VH7-Familien. Indessen konnten wir durch Subklonierung einzelner
IgA VH1-, VH3- und VH4-Transkripte definierter CDR3-Länge zeigen, daß multiple
DNA-Sequenzen, die in räumlich weit voneinander entfernt isolierten Mukosa-
biopsien gefunden wurden entweder Repetitionen darstellten oder klonal verwandt
waren. Folglich beschränkt sich die Existenz klonal expandierter B-Lymphozyten
nicht auf solche B-Zellpopulationen, welche kleineren, anteilsmäßig unterrepräsen-
tierten VH-Familien angehören.
Um auszuschließen, daß es sich bei den beobachteten Redundanzen um Klonie-
rungs- oder PCR-generierte Artefakte handelte, wurden sämtliche Untersuchungen in
Doppelbestimmung durchgeführt. Außerdem ist in diesem Zusammenhang die Tat-
sache von Bedeutung, daß niemals Sequenzüberlappungen zwischen verschiedenen
Individuen identifiziert werden konnten. Die Diskrepanzen zwischen den Resultaten
der CDR3-Längenanalysen und den nach Subklonierung diskreter Banden erhalte-
nen DNA-Sequenzdaten beruhten vermutlich auf einer methodischen Limitierung
bzw. dem begrenzten Auflösungsvermögen des „CDR3-Spectratyping“. Da prinzipiellA.Hennemann Diskussion
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alle 22 existierenden VH3-Allele in einer einzigen Polymerase-Kettenreaktion als
Matrize dienen konnten bestand die Möglichkeit, daß sämtliche klonalen Expansio-
nen innerhalb der VH3-Familie simultan vervielfältigt wurden und die CDR3-Längen-
analyse infolge der Überlagerung multipler Transkripte notwendigerweise pseudo-
polyklonale Verteilungsmuster erbringen mußte. Im geschilderten Fall waren klonale
Expansionen definierter Rezeptortranskripte ausschließlich mittels der Sequenzana-
lyse identifizierbar.
Unsere Befunde, wonach auch innerhalb dominierender VH-Familien umfangreiche
Einschränkungen des Rezeptor Repertoires auf DNA-Ebene existieren, ließen sich
zudem durch weitergehende Untersuchungen auf Peptidebene bestätigen. EDV-
gestützte Translationen der DNA-Sequenzen klonal verwandter VH-Transkripte zeig-
ten, daß annähernd drei Viertel (72%) aller Nukleotidsubstitutionen entweder stille
Mutationen darstellten oder zum Ersatz durch Aminosäuren führten, welche ver-
gleichbare physikochemische Eigenschaften besaßen. Auch andere Arbeitsgruppen
konnten nachweisen, daß innerhalb der VH-Rearragements, die aus der Mukosa des
humanen  Duodenums isoliert wurden eine Dominanz stiller Basensubstitutionen
existiert (268). Dies indiziert, daß das IgH-Repertoire intestinaler B-Lymphozyten
offensichtlich einem starken antigenvermittelten Selektionsdruck unterliegt, welcher
das CDR3-Profil sämtlicher VH-Familien unabhängig vom jeweils exprimierten Isotyp
maßgeblich beeinflußt.
6.4.3 Stellen VH5 - VH7 Transkripte Residuen des fetalen IgH-Repertoires
dar ?
Da die VH5-, VH6- und VH7-Gensegmente entwicklungsgeschichtlich konserviert sind
und bevorzugt von humanen Feten exprimiert werden besitzen sie möglicherweise
entscheidende, auf das präimmune Repertoire begrenzte Funktionen (215 - 217).
Aufgrund der von uns ermittelten oligoklonalen Verteilungsmuster intestinaler VH5-,
VH6- und VH7-Repertoires IgA und IgM exprimierender B-Lymphozyten besteht ein
Hinweis darauf, daß solche Fetus ähnlichen Rearrangements (fehlende „N“-Regio-
nen) bis ins Erwachsenenalter hinein bestehen bleiben. In Übereinstimmung mit
dieser Annahme konnten bei adulten Mäusen oligoklonale B-1 Lymphozyten identifi-
ziert werden, deren Ursprungsort innerhalb des Peritonealraumes liegt.Diskussion A.Hennemann
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B-1 Lymphozyten bilden bei Mäusen einen bedeutenden Prozentsatz aller Lamina
propria B-Zellen; diese produzieren niederspezifische, möglicherweise polyreaktive
Antikörper, welche sowohl zum Erhalt der normalen intestinalen Flora (269) als auch
einer „ersten Verteidigungslinie“ gegen gewöhnliche bakterielle Antigene beitragen
könnten (201; 270). Die Rezeptoren der B-1 Linie verfügen über sehr eingeschränk-
te, Fetus ähnliche Repertoires, die umfangreiche Redundanzen aufweisen und sich
zudem durch die Abwesenheit matrizenunabhängiger  „N“-Nukleotide auszeichnen
(200). Es wurde postuliert, daß Mäuse möglicherweise über ein dualistisch aufgebau-
tes Immunsystem verfügen, welches sowohl oligoklonale B-1 Zellen als auch divers
strukturierte  „B-2“ Lymphozyten beinhaltet (200). Demzufolge aktivieren invasive,
pathogene Mikroorganismen, welche die Darmmukosa über M-Zellen der Peyer’
schen Plaques infizieren (271) „konventionelle“ B-2 Lymphozyten, die hierauf zu
Plasmazellen heranreifen und große Mengen hochaffiner Immunglobuline sezer-
nieren.
Im humanen Intestinum exprimieren ungefähr 50% aller Lamina propria B-Lymphozy-
ten den Oberflächenrezeptor CD5, weshalb sie formal der B-1 Population von Mäu-
sen homolog sein könnten (272). Allerdings lassen unsere DNA-Sequenzanalysen
dominanter IgA- und IgM-Transkripte der VH5-, VH6- und VH7-Familie keinerlei Ähn-
lichkeiten mit fetalen Rezeptorarrangements oder den B-1 Zellen von Mäusen (200;
269) erkennen. Da die Gensegment-Übergangsregionen sämtlicher untersuchter
Patienten infolge zahlreicher „N“-Nukleotidadditionen sowie somatischer Mutationen
überaus komplex strukturiert waren, konnte die Existenz einer der B-1 Population
homologen Zellinie bzw. einer entsprechenden funktionellen Zweiteilung des sekre-
torischen IgAs auf molekularer Ebene nicht bestätigt werden. Indessen bietet das
Vorkommen der IgA1- sowie der IgA2-Subklasse, die strukturelle und funktionelle
Besonderheiten aufweisen durchaus Anlaß zu entsprechenden Spekulationen. So
bestehen kontroverse Ansichten darüber, inwieweit die proteaseunempfindlichen
IgA2-Antikörper, welche vorwiegend innerhalb des dichtbesiedelten distalen Intesti-
naltraktes produziert werden und Spezifitäten für ubiquitäre bakterielle Antigene wie
Lipo- und Polysaccharide aufweisen, den Produkten der murinen B-1 Zellpopulation
analog sind (198; 273; 274). Auch der Speichel sowie das Kolostrum gesunder
Menschen enthält polyreaktive IgA-Antikörper, die eine Vielzahl autologer und bak-
terieller Antigene erkennen (275). Obwohl diese vergleichsweise niedrige AffinitätenA.Hennemann Diskussion
                                                                                                                                                                                    
153
aufweisen dürften, besitzen sie aufgrund ihrer Multivalenz dennoch hohe funktionelle
Avidität. Schließlich bleibt anzumerken, daß auch von anderen Arbeitsgruppen klonal
expandierte IgA-Transkripte der VH6-Subfamilie aus der humanen Milz isoliert
werden konnten (276).
6.4.4 Untersuchung der Frequenz von Isotypwechseln bei intestinalen
B-Zellen
Unseren Untersuchungen zufolge sind die IgM- und IgA-Schwerkettenrepertoires des
Kolons in vergleichbarem Maße eingeschränkt und weisen ähnlich hohe Anteile
somatisch substituierter Nukleotide auf. Dieser Befund entspricht neueren Erkennt-
nissen, wonach auch IgM sezernierende Plasmazellen - analog zu IgA oder IgG
exprimierenden B-Lymphozyten - direkt zu Gedächtniszellen ausdifferenzieren und
mit zunehmendem Alter sukzessive somatische Mutationen anreichern können (277).
Innerhalb räumlich getrennter Kolonabschnitte gelang uns die Identifizierung zweier
korrespondierender, klonal verwandter IgA- und IgM-Transkripte der VH4- bzw. der
VH6-Familie, welche jeweils über identische CDR3-Domänen verfügten. Auch andere
Arbeitsgruppen konnten innerhalb des Duodenums die Existenz von VH5-Transkrip-
ten nachweisen, die übereinstimmende Basensubstitutionen aufwiesen (268). Von
daher kann als gesichert gelten, daß die intestinale Mukosa IgM und IgA exprimie-
rende Plasmazellen beherbergt, welche dieselbe Antigenspezifität besitzen. Auf-
grund vieler übereinstimmender Basensubstitutionen liegt die Vermutung nahe, daß
die entsprechenden IgA-Plasmazellen durch den Klassenwechsel eines IgM expri-
mierenden B-Zellklons entstanden, der bereits das Stadium einer Gedächtniszelle er-
reicht und infolge der antigenabhängigen Affinitätsreifung zahlreiche somatische
Mutationen akkumuliert hatte.
Indessen zeigte die Mehrzahl aller IgA VH-Repertoires signifikante Unterschiede ge-
genüber den IgM VH-Repertoires; dieser Befund wurde zudem durch unsere Fein-
strukturanalysen bestätigt, die stark voneinander abweichende Rearrangements in-
nerhalb der antigenbindenden Domänen erkennen ließen. Von daher kann angenom-
men werden, daß sich die meisten klonal expandierten intestinalen IgM- und IgA-
Plasmazellen aus divergenten Zellinien differenzieren. Möglicherweise sind die be-
obachteten Differenzen darauf zurückzuführen, daß die Schwerketten RepertoiresDiskussion A.Hennemann
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der IgM- und IgA-Gedächtniszellen von unterschiedlichen Antigenstrukturen geprägt
werden. Unsere Studien lassen nicht erkennen, innerhalb welcher funktioneller Ein-
heiten der Prozeß des Isotypwechsels sowie die antigenspezifische Affinitätsreifung
der B-Zell Rezeptoren stattfindet. Somit bleibt fraglich, inwieweit IgA- und IgM-
B-Lymphozyten unterschiedliche Antigentypen erkennen und ob der Prozeß des
Klassenwechsels lokal, d.h. innerhalb des Intestinaltraktes erfolgen kann. Da die
Keimzentren der Peyer’schen Plaques zwischen 75% und 80% IgA exprimierende
B-Zellen enthalten besteht ein Anhaltspunkt dafür, daß diese Mikroumgebung eine
direkte Induktion und Selektion von Isotypwechseln ermöglicht (278). Weiterhin favo-
risiert die homogene Verteilung klonal verwandter B-Lymphozyten ein Modell, wo-
nach expandierte Gedächtnis B-Zellen - ähnlich wie γ/δ T-Lymphozyten - im Rahmen
einer kontinuierlichen Rezirkulation wiederholt die Keimzentren sekundärer lymphoi-
der Strukturen durchlaufen und nach entsprechender Affinitätsreifung entlang der in-
testinalen Lamina propria ansässig werden.
6.4.5 Das Schwerketten Repertoire peripherer, IgA exprimierender
B-Lymphozyten
Im menschlichen Organismus bildet das plasmatische IgA mit 6 - 15% einen signifi-
kanten Bestandteil des Serumglobulins, welches eine - gegenüber IgG - vergleichs-
weise kurze biologische Halbwertszeit von 4 bis 6 Tagen besitzt (187). Als Quelle
des monomeren Serum-IgAs werden Plasmozyten angenommen, welche im Kno-
chenmark lokalisiert sind (188). Innerhalb des peripheren Blutes machen IgA expri-
mierende B-Lymphozyten nur ~ 2% aller B-Zellen aus (239), deren physiologische
Funktion weitgehend unbekannt ist.
Gegenwärtig sind kaum experimentelle Daten von Untersuchungen verfügbar, wel-
che sich mit der Diversität des peripheren humanen IgA B-Zell Rezeptor Repertoires
befassen. Bisher durchgeführte Studien weisen jedoch darauf hin, daß das Schwer-
ketten Repertoire peripherer IgA B-Lymphozyten eine limitierte Diversität aufweist. In
Übereinstimmung hiermit belegen die Resultate unserer Untersuchungen, daß das
Rezeptor Repertoire peripherer IgA B-Lymphozyten im Gegensatz zum polyklonalen
CDR3-Profil IgM exprimierender B-Zellen durch klonale Expansionen einzelner VH-
Transkripte gekennzeichnet ist. Darüber hinaus zeigte sich, daß das VH-RepertoireA.Hennemann Diskussion
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zirkulierender IgA B-Lymphozyten im Vergleich zum intestinalen IgA-Repertoire noch
wesentlich stärkeren Einschränkungen unterliegt. In diesem Zusammenhang ist von
Bedeutung, daß wir mit Hilfe aussagekräftiger Kontrollexperimente nachweisen
konnten, daß die erhaltenen Resultate keine PCR-generierten Artefakte darstellten,
welche aus einer zu niedrigen Anzahl eingesetzter B-Lymphozyten resultierten. Mög-
licherweise erkennen periphere IgA B-Lymphozyten nur eine sehr begrenzte Zahl
von Antigenen, welche sich qualitativ von denen unterscheiden, die mit intestinalen
B-Zellen interagieren. Da wir anstelle des IgA-Serumproteins die VH-Transkripte peri-
pherer B-Lymphozyten analysierten bleibt fraglich, inwieweit unsere Daten mit dem
tatsächlich auf Proteinebene bestehenden Rezeptor Repertoire übereinstimmen. Der
in vitro Nachweis von mRNA bzw. der äquivalenten cDNA mittels PCR stellt nämlich
keinen absoluten Beweis dafür dar, daß das entsprechende Protein in vivo tatsäch-
lich exprimiert wird.
Insgesamt fanden sich nur sehr wenige Überlappungen zwischen dem peripheren
und dem intestinalen IgA VH-Repertoire, was unter anderem dadurch zum Ausdruck
kam, daß die JH6-Region häufiger von zirkulierenden als von mukosalen B-Lympho-
zyten exprimiert wurde. Die Annahme zweier divergenter Lymphozytenpopulationen
wird auch dadurch gestützt, daß 90% des plasmatischen IgAs aus IgA1 bestehen,
während die IgA2-Modifikation mit einem Anteil von 60% innerhalb des Intestinaltrak-
tes dominiert (2; 189). Da Vergleiche zwischen einzelnen intestinalen und peripheren
IgA B-Lymphozyten prinzipiell als problematisch anzusehen sind, lassen sich die
Differenzen zwischen den entsprechenden VH-Repertoires am schlüssigsten durch
die individuellen Zusammensetzungen beider Zellpopulationen erklären. Innerhalb
des peripheren Blutes existieren vorwiegend IgA exprimierende Gedächtnis B-Lym-
phozyten sowie kleinere Populationen stimulierter Immunozyten, welche teilweise
einen Isotypwechsel vollzogen haben und sich auf der Passage in bestimmte Organ-
systeme befinden. Demgegenüber dominieren im humanen Kolon terminal differen-
zierte, Immunglobulin sezernierende Plasmazellen. Die signifikanten Unterschiede
zwischen intestinalen und peripheren IgA VH-Repertoires deuten zudem darauf hin,
daß sich zirkulierende IgA B-Lymphozyten nur ausnahmsweise im Intestinaltrakt an-
siedeln. Vermutlich befinden sich im Blut eines jeden Individuums ständig einige IgA2
B-Lymphozyten intestinalen Ursprunges, welche jedoch aufgrund ihrer niedrigen
Frequenz bzw. Überlagerungen nicht mittels der CDR3-Längenanalyse detektiertDiskussion A.Hennemann
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werden können. Zudem hybridisierte der von uns in Polymerase-Kettenreaktionen
eingesetzte Cα-„Konsensusprimer“ sowohl innerhalb der Cα1- als auch der Cα2-
Region (221), weshalb unter den resultierenden PCR-Produkten keine Unterschei-
dung zwischen IgA1- und IgA2-Transkripten getroffen werden konnte.
6.4.6 Das Schwerketten Repertoire peripherer, IgM exprimierender
B-Lymphozyten
Im Vergleich zum peripheren IgA Rezeptor Repertoire erwies sich das VH-Repertoire
plasmatischer, IgM exprimierender B-Lymphozyten als wesentlich vielfältiger. Unsere
Beobachtungen stimmen mit denen anderer Arbeitsgruppen überein, welche polyklo-
nale IgM-Schwerketten Repertoires sowohl im Blut gesunder junger als auch alter
Personen beschrieben (241). Diese Befunde stehen mit der Annahme in Einklang,
wonach es sich bei der überwiegenden Mehrheit aller zirkulierenden IgM
+ B-Zellen
um unreife Lymphozyten handelt. Dennoch fanden wir einige klonale Expansionen in
verschiedenen VH-Familien, welche eventuell auf aktuellen oder kurz zuvor erfolgten
Aktivierungen des Immunsystems beruhten. Außerdem besteht die Möglichkeit, daß
einige der beobachteten starken Repertoireeinschränkungen Symptome einer beste-
henden monoklonalen Gammopathie darstellten. Hierbei handelt es sich um ein Phä-
nomen, das bereits vor über 35 Jahren anhand gesunder Personen beschrieben wur-
de (202). Prinzipiell kommen hierfür jedoch auch klonal expandierte, langlebige
Gedächtnis B-Zellen, die durch Fremd- oder Eigenantigene selektiert wurden als
Erklärung in Betracht.
In Übereinstimmung mit der Annahme positiver Selektionsprozesse von B-Lympho-
zyten ähneln die von uns nachgewiesenen Expansionen des humanen Schwerket-
ten Repertoires innerhalb einzelner VH-Familien dem Ausmaß an Klonalität, welches
zuvor für α/β
+ und γ/δ
+ T-Lymphozyten gezeigt wurde (46 - 50). Unsere experimen-
tellen Daten unterstützen ein hypothetisches Modell, wonach die humorale Immun-
antwort der Darmmukosa durch zahlreiche klonal expandierte, IgA und IgM sezernie-
rende  Lamina  propria B-Zellen vermittelt wird, welche weiträumig innerhalb des
Kolons verbreitet sind. Die Existenz hochgradig verwandter, fingerabdruckähnlicher
CDR3-Profile sowie identischer oder klonal verwandter Immunglobulinschwerketten
innerhalb verschiedener mukosaler Loci läßt sich am schlüssigsten unter derA.Hennemann Diskussion
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Annahme antigenabhängiger Selektionsprozesse erklären. Die signifikanten Ein-
schränkungen von Rezeptor Repertoires beruhen vermutlich auf permanenten Wech-
selwirkungen zwischen den CDR3-Domänen und invarianten Liganden, welche
bestimmte Rezeptorspezifitäten begünstigen. Wahrscheinlich passieren Gedächtnis
B-Lymphozyten, welche im Verlauf der Zeit selektiert wurden kontinuierlich die Keim-
zentren lymphoider Follikel oder der ilealen Peyer’schen Plaques, wo sie durch rele-
vante Antigene restimuliert werden. Als adäquate Antigene kommen primär die
immunogenen Oberflächenstrukturen symbiontischer Mikroorganismen in Betracht,
welche große Areale des humanen Intestinaltraktes besiedeln. So legten Studien an
keimfrei aufgezogenen Mäusen, die einen Mangel an Lamina propria Immunozyten
aufwiesen nahe, daß die natürliche mikrobielle Flora des Intestinums den Haupt-
stimulus für die Proliferation der Plasmazellen liefert (265).
6.5 Hypothese
Die Bedeutung eingeschränkter B- und T-Zell Rezeptor Repertoires
Nach dem derzeit anerkannten Dogma beruht die Effizienz der Immunsysteme höhe-
rer Vertebraten primär auf deren Fähigkeit, mittels somatischer Rekombinationen
zwischen multiplen genetischen Elementen Milliarden verschiedenster Rezeptorspe-
zifitäten auszubilden. Tatsächlich gestattet die CDR3-Domäne der δ-Rezeptorunter-
einheit humaner γ/δ TCR theoretisch die Ausbildung einer nahezu uneingeschränkten
molekularen Diversität (279), was prinzipiell die Möglichkeit eröffnet, für jede erdenk-
liche immunogene Struktur einen hierzu komplementären, absolut spezifischen
Rezeptor zu generieren. Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage nach dem bio-
logischen Sinn der von uns bei γ/δ
+ IEL (46 - 48) und IgH-Transkripten sowie anderen
Arbeitsgruppen (49; 50; 280; 281) anhand von α/β
+ IEL beobachteten Repertoire-
einschränkungen.
Trotz aller Vorteile, die sich vordergründig aus der Fähigkeit zur Synthese einer un-
begrenzten Rezeptorvielfalt ableiten lassen stieße die Strategie einer konsequenten,
auf perfekte Antigenspezifität hin ausgerichteten Immunabwehr aus mehreren Grün-
den bald an limitierende Grenzen: Wie entsprechende Berechnungen zeigen, wären
ideal polyklonal aufgebaute Rezeptor Repertoires allein aufgrund der begrenzten
Zahl immunkompetenter Zellen vermutlich gar nicht funktionell (282; 283). Da bereitsDiskussion A.Hennemann
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die Anzahl der Rekombinationsmöglichkeiten zwischen δ TCR kodierenden Genseg-
menten diejenige der gesamten T-Zellpopulation eines Individuums um mehrere
Größenordnungen übersteigt, läßt sich das gewaltige systemimmanente Potential auf
zellulärer Ebene nicht annähernd realisieren. Abgesehen von dem erheblichen in-
struktiven Aufwand, den hochgradig diverse, polyklonale Rezeptor Repertoires erfor-
dern besteht das prinzipielle Problem für größenlimitierte Systeme primär darin, daß
die absolute Zahl von Lymphozyten einer gegebenen Spezifität der jeweiligen Reper-
toiregröße reziprok ist. Da biologische Systeme notwendigerweise begrenzte Zell-
zahlen aufweisen bedeutet dies, daß ideal polyklonale Rezeptor Repertoires alsbald
Größenordnungen erreichen würden, für welche die statistische Wahrscheinlichkeit,
einen Lymphozyten definierter Spezifität innerhalb der Gesamtpopulation anzutref-
fen, < 1 läge. Doch selbst Immunsysteme, welche über jeweils einen Lymphozyten
der benötigten Antigenspezifität verfügen laufen Gefahr, daß dessen Aktivierung und
klonale Expansion im Bedarfsfall nicht rasch genug erfolgt, um den Organismus
wirksam vor Infektionen mit schnell replizierenden prokaryontischen Pathogenen
schützen zu können, da zumindest die Effizienz der humoralen Immunabwehr ent-
scheidend vom Serumspiegel des antigenbindenden Moleküls abhängt. Die ange-
sprochene Problematik wird in der Praxis dadurch abgemildert, daß die Effektormole-
küle immunkompetenter Zellen ihr äquivalentes Antigen nicht in toto erkennen,
sondern mit räumlich begrenzten Arealen seiner Oberflächenstrukturen interagieren.
Im Fall der Immunglobuline umfassen die antigenen Determinanten lediglich 10 - 12
Aminosäurereste, was eine erhebliche Reduzierung der benötigten Rezeptordiversi-
tät bzw. der hieraus resultierenden Repertoiregrößen erlaubt. Die Beschränkung auf
eine Erkennung kleiner, definierter topologischer Einheiten bedingt zudem ein gewis-
ses Maß an Kreuzreaktivität, welche die Effizienz der Immunglobulin vermittelten
Agglutination von Antigenen beträchtlich steigert. Allerdings läßt sich die Größe sol-
cher Epitope nicht beliebig verkleinern, da unterhalb bestimmter Dimensionen keine
Unterscheidung mehr zwischen endo- und exogenen Strukturen getroffen werden
kann, was jedoch eines der vorrangigsten Kriterien der Antigenerkennung darstellt
(285). Neben den offenkundigen Vorteilen, die sich aus kontinuierlichen Rekombina-
tionsereignissen zwischen Rezeptor-Untereinheiten kodierenden Gensegmenten er-
geben, erfordert dieses Prinzip die Existenz wirksamer Kontrollmechanismen, um die
quantitative Produktion autoreaktiver Immunzellen auf dem Wege einer stringenten
negativen Selektion zu inhibieren. Andernfalls würden die statistisch erfolgendenA.Hennemann Diskussion
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Genarrangements bereits nach kurzer Zeit zur Entstehung von Autoimmunerkran-
kungen führen. Die Eliminierung sämtlicher Lymphozyten, welche gegen körper-
eigene Strukturen gerichtet sind bedingt notwendigerweise eine Limitierung der
Rezeptorvielfalt und liefert eine weitere Erklärung dafür, warum die Existenz uneinge-
schränkter Rezeptor Repertoires in vivo prinzipiell ausgeschlossen ist.
Offenbar beruht die Effizienz des Immunsystems gar nicht auf der absoluten Anzahl
verfügbarer Lymphozyten und der hiermit verbundenen Kapazität zur Ausbildung
einer entsprechenen Zahl von Rezeptorspezifitäten. Andernfalls sollten die Immun-
systeme kleiner Individuen wie z.B. Mäusen denjenigen bedeutend größerer Spezies
(Mensch, Elephant) qualitativ unterlegen sein. Indessen lehrt die Erfahrung, daß dies
keineswegs der Fall ist ! Von der genannten Voraussetzung ausgehend postulierte
der Immunologe MELVIN  COHN, daß die Rezeptor Repertoires immunkompetenter
Zellen notwendigerweise Repetitionen, d.h. Einschränkungen aufweisen und daß
jedes Individuum über diskrete funktionelle Einheiten (sog. „Protectons“) verfügen
müsse, von denen jede einzelne umfassenden immunologischen Schutz gewährleis-
tet (284). Demzufolge ermöglicht die organisatorische Zweiteilung des Immunsys-
tems eine bedeutende Reduzierung der Repertoiregröße unter Aufrechterhaltung
einer umfassenden immunologischen Kompetenz. Die „Protecton“-Theorie basiert im
wesentlichen auf der Annahme, daß innerhalb der hypothetischen funktionellen Ein-
heiten Kooperationen zwischen kleinen „LCN“-Populationen (low copy number: ~10
5
Spezifitäten in singulärer Kopie) hoher Spezifität sowie vergleichsweise großen
„HCN“-Lymphozytenfamilien (high  copy  number: ~10
4 Spezifitäten in 10
2-facher
Kopienzahl) bestehen, welche breitere Antigenspektren erkennen (282; 284; 285).
Die Lymphozyten der HCN-Subpopulation müßten  über eingeschränkte Rezeptor
Repertoires verfügen und sich auf die Erkennung weniger, eventuell körpereigener
Schlüsselantigene spezialisiert haben, welche Gefahrensituationen unabhängig von
ihrer Ursache signalisieren. Im Gegensatz zu den Vertretern des polyklonalen LCN-
„Pools“ sollten diese simultan aktivierbar sein und somit eine rasche und quantitativ
hinreichende Primärantwort ermöglichen. Auch andere Autoren stellten die Hypothe-
se auf, wonach die Gesamtheit des Rezeptor Repertoires von Immunzellen insofern
zweigeteilt sein müsse, als daß diverse und restringierte Unterfamilien koexistieren
(200; 286).Diskussion A.Hennemann
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Da für mukosale IEL und intraintestinal lokalisierte B-Lymphozyten eine Beteiligung
an primären Immunreaktionen angenommen wird, stellen deren antigenbindende
Rezeptordomänen prädestinierte Untersuchungsobjekte dar, um die „Protecton“-
Theorie mittels „CDR3-Spectratyping“ zu verifizieren. Aufgrund der Tatsache, daß
sowohl α/β
+ (49; 50; 280; 281) als auch γ/δ
+ IEL (46; 47) ihr genetisches Potential in
vivo nicht annähernd ausschöpfen und beträchtliche Limitierungen ihrer Rezeptor-
diversität aufweisen ist ein entscheidender Hinweis darauf gegeben, daß die postu-
lierte Abwehrstrategie tatsächlich verfolgt wird. Im Falle IgA exprimierender B-Lym-
phozyten ist anzunehmen, daß große Anteile der Population aus klonal expandierten
Plasmazellen bestehen, welche konservierte Antigene erkennen und eine Adsorbtion
luminaler Pathogene verhindern, während der polyklonale B-Zell„pool“ vermutlich die
Fähigkeit zur primären Immunantwort gegenüber unbekannten immunogenen Struk-
turen aufrechterhält. Die Hypothese, wonach die Begrenzung von Repertoiregrößen
ein allgemeines, weitverbreitetes Charakteristikum der Lymphozyten darstellt wird
zudem durch jüngste Feinstrukturanalysen unserer Arbeitsgruppe gestützt, die be-
deutende Einschränkungen des δ TCR-Repertoires beim Hausschwein (Sus scrofa)
innerhalb verschiedener mukosaler Oberflächen erkennen lassen. Somit stehen
unsere experimentellen Daten humaner δ-Kettentranskripte sowie der IgH-Repertoi-
res intestinaler IgA- und IgM- B-Lymphozyten prinzipiell mit der „Protecton“-Theorie
in Einklang. Dabei dürfte sowohl die Kompartimentierung als auch die beobachteten
Einschränkungen des B- und T-Zell Rezeptor Repertoires die Spezialisierungen
repräsentieren, die sich aus den individuellen, lokalen Anforderungen der jeweiligen
Organe ergeben.A.Hennemann Literatur
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8.3 Abkürzungsverzeichnis
A
α4β7 mukosales Adressin, Ligand von MAdCAM-1
αEβ7 mukosales Adressin (HML-1), Ligand von E-Cadherin
AA amino acid
Amp Ampicillin (D-α-Aminobenzylpenicillin)
APC antigen presenting cell
APS Ammoniumpersulfat
ATP Adenosintriphosphat
B
β-Gal -Galaktosidase
bp base pair
BSA bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)
C
CD cluster of differentiation
CD1 MHC I-Klasse ähnliches, Enterozyten spezifisches Antigen
CD19 B-Zell spezifisches Oberflächenantigen
CD2 pan T-Zell„marker“ (LFA-2); bindet spezifisch an SRBC
CD25 α-Kette des IL-2 Rezeptors (spezifisch für aktivierte T-Lymphozyten)
CD28 Rezeptor des kostimulatorischen Liganden B7
CD3 pan T-Zell Oberflächenantigen
CD4 Korezeptor α/β
+ T-Helferzellen (Th)
CD45RA Oberflächenantigen, welches spezifisch für unstimulierte T-Zellen ist
CD45RO Oberflächenantigen, das von „Gedächtnis“ T-Zellen exprimiert wird
CD5 pan T-Zell-Oberflächenantigen
CD69 Oberflächenantigen, welches aktivierte T-Zellen auszeichnet
CD8 Korezeptor zytotoxischer oder „Suppressor“ α/β
+ T-Zellen (Ts)
CD95 fas (Apoptose induzierender Rezeptor)
cDNA complementary DNA
CDR3 third complementarity determining region (antigenbindende Rezeptordomäne)
CED chronisch entzündliche Darmerkrankungen (M.Crohn, C.ulcerosa)
CFU colony forming units (koloniebildende Einheiten)
D
DC dendritic cells
ddNTP 2‘,3‘-Didesoxynukleosid-Triphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat
DETC dendritic epidermal T-cells
DHD Dermatitis Herpetiformis Duhring
DNA Desoxyribonucleic acid
DNase Desoxyribonuklease
dNTP 3‘-Desoxynukleosid-Triphosphat
dsDNA double stranded DNA (doppelsträngige DNA)
DTT DithiothreitolAnhang A.Hennemann
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E
E. coli Escherichia coli
EC enzyme commission
ED Erstdiagnose
EDTA Ethylendiamintetraacetat-Natriumsalz (= Titriplex
 III)
EM Erstmanifestation (einer Erkrankung)
EtBr Ethidiumbromid
F
FasL fas-Ligand (CD95 spezifisches 40 kD-Homotrimer)
FCS fetal calf serum (fetales Kälberserum)
FDC follicular dendritic cells (follikuläre dendritische Zellen)
G
g gravidity (relative Erdbeschleunigung)
GALT gut-associated lymphoid tissue
GM-CSF granulocyte/macrophage colony stimulating factor
GvHR graft-versus-host reaction (Allotransplantat-Reaktion gegen Empfänger)
H
Hepes N-(2-Hydroxyethyl) Piperazin-N'-2-Ethansulfonsäure
HEV high endothelial venules (postkapilläre Venolen lymphoider Organe)
HLA human lymphocyte associated antigen
HPLC high performance liquid chromatography
HSP Hitzeschockprotein(e)
I
IEL intraepitheliale Lymphozyten
IFN-γ Gamma-Interferon (Typ II-Interferon)
IL-2 Interleukin-2
IL-4 Interleukin-4
IPTG Isopropyl-β-(D)-Thiogalaktopyranosid
K
kb Kilobasen
kD Kilodalton
KGF keratinocyte growth factor (Keratinozyten-Wachstumsfaktor)
L
LB Luria-Bertani Agar
LCL latent cutaneous leishmaniosis (amerikanische kutane Leishmaniose)
LP Lamina propria
LPL Lamina propria LymphozytenA.Hennemann Anhang
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M
MAdCAM-1 mucosal addressin cell adhesion molecule 1 (mukosales Adressin)
MBP major basic protein
mcs multiple cloning site (multiple Klonierungsregion)
MHC major histokompatibility complex (Haupthistokompatibilitätskomplex)
MLN mesenterial lymph nodes (mesenteriale Lymphknoten)
MMLV murine-moloney leukemia virus
MOPS Morpholinopropansulfonsäure
mRNA messenger-ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinsäure)
MS Multiple Sclerose
MW molecular weight
N
NAD
+ Nikotinamidadenindinukleotid (oxidiert)
NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
ng Nanogramm (1 ng = 10
-3 µg)
nm Nanometer (10
-9 m)
dNTP desoxy-Nukleosid-Triphosphat
O
OD260 Optische Dichte bei der Wellenlänge λ = 260 nm
P
PBL peripheral blood lymphocytes (zirkulierende Lymphozyten)
PBMC peripheral blood mononuclear cells (periphere mononukleäre Zellen)
PBS phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Saline, pH = 7,2)
PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PE Probeexzision
PEG Polyethylenglykol
Pi phosphat inorganic (anorganisches Phosphat)
PP Peyer’sche Plaques
ppi Pyrophosphat
ppm parts per million
PTFE Poly-Tetrafluorethylen (Teflon
)
pUC plasmid from University of California
R
RA Rheumatoide Arthritis
RCF relative centrifugal force [RCF = 1,12 rmax. x (rpm/1000)
2]
RNA ribo nucleic acid (Ribonukleinsäure)
RNase Ribonuklease
rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RPMI-1640
 Zellkulturmedium (GIBCO BRL)
RT RaumtemperaturAnhang A.Hennemann
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S
SAP shrimp alkaline phosphatase (Alkalische Phosphatase)
SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumlaurylsulfat)
SRBC sheep red blood cells (Schafserythrozyten)
ssDNA single stranded DNA
SSW Schwangerschaftswoche
T
TBE Tris/Borat/EDTA (Elektrophoresepuffer, pH = 8,3)
TCR T-cell receptor
TdT terminale Desoxynukleotidyl-Transferase
TEMED N,N,N,‘N‘ - Tetramethyl-Ethylendiamin
Th1 T-Helfer Lymphokinprofil (1): IL-2, IFN-γ, TNF-α/β  DTH-Antwort
Th2 Lymphokinprofil (2): IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13  allergische Reaktion
TIFF tagged image file format (Bilddateiformat für PC)
Tm-Wert Temperatur bei 50%iger „Primer“bindung an die Matrizen-DNA
TNF-α Tumor-Nekrose-Faktor alpha (sekretorische Form = 17,5 kDa)
Tris Tris (hydroxymethyl-) aminomethan
X
X-Gal 5-Brom-, 4-chlor-, 3-indolyl-β-(D)-GalaktopyranosidA.Hennemann Anhang
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